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I. Zusammenfassung 
 
Während die späten Schritte des hepadnaviralen Replikationszyklus inzwischen recht 
detailliert charakterisiert sind, besteht immer noch große Unklarheit über die frühen 
Schritte, d.h. die infektiöse Aufnahme der Hepatitis B-Viren in ihre Wirtszellen. Die 
frühen Schritte der Infektion beinhalten das Erkennen des Rezeptors, die Bindung an 
die Zellen sowie die Internalisierung und der intrazelluläre Transport der Viren. Der 
koordinierte Ablauf dieser Schritte im Zusammenspiel mit den weitgehend 
unbekannten zellulären Komponenten entscheidet nicht nur über das 
Zustandekommen einer produktiven Infektion, sondern bestimmt maßgeblich auch die 
Wirts- und Leberspezifität der Hepatitis B-Viren.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die initialen Schritte der hepadnaviralen 
Infektion am aviären Enten-Hepatitis B-Virus (DHBV)-Modellsystem zu charakteri-
sieren. Zentral hierfür war die Etablierung eines sensitiven Nachweissystems, welches 
erstmals die quantitative Analyse der viralen Bindung und Aufnahme erlaubt. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Zahl der spezifischen Bindungsstellen für virale Partikel 
limitiert und mit etwa 104 pro Zelle relativ niedrig ist. Subvirale Partikel, die kein Genom 
enthalten und die kompletten Virionen in großem Überschuss begleiten, verhielten sich 
in der Bindungskinetik und -effizienz ähnlich den Virionen. Obwohl nach eigenen 
Experimenten nur relativ wenige virale Partikel an die Zellen binden, wurden alle 
innerhalb von 3 h in die Zellen aufgenommen. Die anschließende Reise der Viren zum 
Zellkern dauerte im Vergleich zu anderen Viren relativ lange (etwa 15 h) und hing stark 
von intakten und dynamischen Mikrotubuli (MT), jedoch nicht vom Aktinskelett ab. 
Bemerkenswerterweise wurden die MT während dieser zytoplasmatischen Passage 
der Partikel nur zu ganz bestimmten Zeitpunkten gebraucht. Das Fehlen der cccDNA 
zusammen mit der Instabilität der Viren in MT-inaktivierten Zellen deutet darauf hin, 
dass die Mehrzahl der aufgenommenen viralen Partikel degradiert wird.  
Untersuchungen zur möglichen Rolle des so genannten Zellpermeabilitäts-
vermittelnden Motivs (TLM) während der viralen Aufnahme ergaben, dass DHBV zwei 
distinkte TLM-Motive in der preS-Region des L-Proteins besitzt und deren genetische 
Zerstörung nicht mit der Replikationskompetenz der korrespondierenden Genome 
interferiert. Die anschließende Analyse der Infektionstüchtigkeit der Nachkommens-
viren in primären Hepatozyten ergab, dass im Gegensatz zu Wildtypviren alle TLM-
defizienten Viren nicht infektiös sind. Diese Befunde zeigen erstmals, dass die TLMs 
eine essentielle Rolle nach der viralen Bindung und Aufnahme spielen. 
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Untersuchungen zur Rolle von Cholesterin sowohl in hepadnaviralen als auch 
zellulären Membranen für die Virusaufnahme in Hepatozyten ergaben, dass die 
Depletion von Cholesterin aus der viralen Membran zu einer höheren Dichte der 
Virionen und einem Verlust der Infektiosität führt und diese Effekte durch eine 
Cholesterinrepletion nicht wieder rückgängig gemacht werden konnten. Wie durch das 
Profil einer proteolytischen Spaltung der viralen Oberflächenproteine gezeigt werden 
konnte, hatten diese dramatischen Veränderungen der physikalischen Eigenschaften 
der viralen Partikel keine nachweisbaren Änderungen der Virusintegrität oder 
Oberflächenprotein-Topologie zur Folge. Auch die virale Bindung und Aufnahme in 
Hepatozyten war nach Cholesterindepletion nicht signifikant eingeschränkt. Im Gegen-
satz zur viralen Membran zeigte die Depletion des Cholesterins der Hepatozyten vor 
der Inokulation, wodurch die lipid rafts der Plasmamembran zerstört werden, keine 
Interferenz mit der Infektion, sondern schien sie sogar zu verstärken. Diese Ergebnisse 
waren konsistent mit dem Befund, dass virale Partikel nicht mit Detergenz-unlöslichen 
Membrandomänen assoziiert nachgewiesen werden konnten. Zusammen belegen 
diese Daten, dass das Cholesterin der viralen Membran nach Bindung und Aufnahme 
der viralen Partikel für einen frühen Schritt im viralen Lebenszyklus essentiell ist. 
Außerdem deuten sie stark darauf hin, dass Hepadnaviren für die Aufnahme in die 
Wirtzelle nicht primär lipid rafts nutzen. 
Untersuchungen zur Zell-Zell-Übertragung von Hepadnaviren ergaben, dass 
sich Hepatitis B-Viren hauptsächlich durch sekretierte, extrazelluläre 
Nachkommensviren ausbreiten. Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie-Analysen 
zeigten eine intrazelluläre Akkumulation viraler Partikel in zellulären Vesikeln, die 
präferentiell nahe der basolateralen Membran der infizierten Hepatozyten zu finden 
waren. Zusammenfassend zeigen diese Befunde einen polarisierten Egress der viralen 
Partikel in interzelluläre Kompartimente, die eine freie Diffusion einschränken und die 
präferentielle Infektion benachbarter Hepatozyten bedingen könnten. 
Zusammen zeigen diese Daten zum ersten Mal eine Reihe und die Kinetik von 
Schritten, die für die Aufnahme von Hepatitis B-Viren in Hepatozyten essentiell sind 
und so zuvor bei keinem anderen Virus gezeigt wurden. 
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II. Einleitung 
1. Hepatitis B und Hepadnaviren 
1.1 Geschichte, Epidemiologie und Pathogenese 
 
Die erste, gut dokumentierte Beschreibung einer Hepatitis B-Infektion datiert 
man auf das Jahr 1883, als von einer Gelbsuchtepidemie nach 
Pockenimpfungen berichtet wurde [1]. Der Ethnologe B.S. Blumberg konnte im 
Jahre 1967 den ersten Schritt zur Identifizierung des Erregers tun. Er 
untersuchte im Serum verschiedener ethnischer Gruppen Polymorphismen von 
Plasmaproteinen und konnte bei australischen Ureinwohnern das sog. 
Australien-Antigen (australia antigen) nachweisen, welches zuerst mit Leukämie 
assoziiert wurde. Später jedoch wurde dieses Antigen von ihm mit einer 
Hepatitis in Verbindung gebracht [2]. 1968 zeigten Forscher, dass das 
Australien-Antigen spezifisch im Serum von Hepatitis B-Patienten 
nachgewiesen werden kann [3]. Die Entdeckung und Charakterisierung dieses 
Antigens, später HBsAg (Hepatitis B surface antigen) genannt, waren 
bedeutende Meilensteine in der Hepatitis B-Forschung. Sie bahnten den Weg 
zu intensiven Studien der Natur des infektiösen Agens und der assoziierten 
Krankheit, obwohl das Virus selbst zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert 
war. 1970 gelang Dane dann zum ersten Mal, das infektiöse Virion abzubilden 
[4]. Als erkannt wurde, dass Antikörper, die gegen das HBsAg gerichtet sind, 
neutralisierend auf das Virus wirken, wurden schon 1975 die ersten Impfstudien 
mit hochgereinigten HBsAg-Partikeln aus Seren infizierter Patienten 
durchgeführt. 
Heute stellt die Virusinfektion durch Hepatitis B weiterhin ein ernstes 
globales Gesundheitsproblem dar. Mehr als 2 Milliarden Menschen weltweit 
haben schon einmal eine Infektion durchgemacht; von diesen sind etwa 350 
Millionen chronische Träger des Virus [5]. Die Zahl der chronisch infizierten 
Patienten steigt trotz der Möglichkeit einer effizienten Impfung jährlich und hat 
zur Folge, dass ungefähr eine Million Menschen im Jahr an einer von dem Virus 
verursachten Krebserkrankung sterben. Virale Hepatitis B stellt damit die 
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dritthäufigste meldepflichtige Krankheit nach Geschlechtskrankheiten wie 
Gonorrhö und Windpocken dar [5]. 
 Das Hepatitis B-Virus (HBV) wird durch Blut, Blutprodukte und 
Sexualverkehr übertragen und ist 50- bis 100-fach infektiöser als HIV (humanes 
Immundefizienzvirus). In endemischen Gebieten erfolgt die Übertragung meist 
perinatal von der Mutter auf das Kind und führt so in über 90 % der Fälle zu 
einer chronisch persistierenden Infektion. Zu diesen Gebieten zählen vor allem 
Ostasien sowie Zentral- und Westafrika. Hier sind 20 bis 80 % der Bevölkerung 
mit HBV infiziert. Im Gegensatz dazu kommt das Virus in den Industrieländern 
nur sporadisch vor, hier sind etwa 0,5 % bis 1 % der Bevölkerung chronisch 
infiziert. Die Hauptübertragungswege sind Sexualkontakte und intravenöser 
Drogenmissbrauch. Neuinfektionen können in diesen Ländern durch 
prophylaktische Immunisierung effizient verhindert werden, wobei allerdings 
auch in ca. 5 % der Impfungen Impfversager auftreten [5]. Ein ausgedehntes 
Impfprogramm in den Ländern der Dritten Welt hatte weit weniger Erfolg als 
erwartet. Besonders die hohen Kosten behindern dort die systematische 
Einführung der Impfung [5]. 
 HBV infiziert fast ausschließlich Hepatozyten und kann eine akute oder 
auch chronische Leberentzündung (Hepatitis) hervorrufen. Die Inkubationszeit 
beträgt dabei zwischen 2 und 6 Monaten. In bis zu 65 % der Fälle läuft die 
Infektion symptomlos ab, bei 35 % kommt es zu einer Hepatitis mit dem 
typischen Symptom der Gelbsucht (Ikterus). Diese Entzündung klingt in der 
Regel nach 2 bis 3 Wochen ab. Die akute Infektion kann jedoch auch einen 
schweren Verlauf nehmen; in etwa 0,5 % der Fälle verläuft die Infektion 
fulminant und dann meist tödlich. Bessert sich der Zustand des akut infizierten 
Patienten nach 6 Monaten nicht, so kann man von einer chronischen 
Verlaufsform ausgehen. Diese tritt in 5 bis 10 % aller HBV-Infektionen in 
Industrieländern auf. Die meisten chronisch infizierten Personen bleiben für 
lange Zeit symptomlose, quasi gesunde Träger des Virus [6]. Diese Träger 
haben jedoch ein bis zu 200-fach erhöhtes Risiko, an einer schweren 
Komplikation wie Leberzirrhose oder einem primären Leberzellkarzinom zu 
erkranken. 
 Das Virus repliziert in seiner Wirtszelle meist persistierend und sehr 
effizient. Es zeigte sich jedoch, dass a priori keine Zytopathogenität von dem 
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Virus selbst ausgeht (mit Ausnahme einiger zytopathogener Mutanten [7]). Wie 
in einem transgenen Mausmodell gezeigt wurde, werden infizierte Leberzellen 
vielmehr durch Angriffe zytotoxischer T-Zellen geschädigt [8]. Auf der 
Oberfläche der Hepatozyten werden virale Antigene exprimiert und so eine 
Immunantwort zytotoxischer T-Zellen hervorgerufen, die zum Absterben der 
Leberzellen führt [9]. 
 Obwohl extensiv geforscht wird, wurden bisher keine generellen 
therapeutischen Durchbrüche in der Behandlung der Hepatitis erzielt. Eine der 
erfolgreichsten Behandlungen erfolgt heute mit a-Interferon. Dies führt in 
einigen Fällen zu einer Eliminierung des Virus, ist allerdings bei bis zu 50 % der 
Patienten ineffektiv [10]. Das Langzeitpotential neuerer Therapieansätze wie die 
Behandlung mit Nukleosidanaloga oder anderen Inhibitoren der Virusreplikation 
bleibt noch abzuwarten. Es zeigte sich jedoch schon, dass in der Regel keine 
Viruseliminierung erfolgt und nach dem Absetzen der Medikation oft ein 
Wiederaufflammen der Infektion erfolgt. Außerdem kommt es sehr häufig zum 
Auftreten Nukleosidanalog-resistenter Viren [11]. 
 
1.2 Hepadnaviren 
 
Das humane Hepatitis B-Virus ist der Prototyp einer ganzen Virusgruppe, den 
sog. Hepadnaviren (Hepatitis-DNA-Viren). Aufgrund der detaillierten 
Erforschung der Biologie des humanen Virus wurden im Laufe der Zeit natürlich 
vorkommende HBV-ähnliche Viren in verschiedenen Nagetier- und 
Vogelspezies entdeckt. Aufgrund ähnlicher Eigenschaften in der Epidemiologie, 
des Infektionsverlaufs und der molekularen Biologie wurden diese Viren zur 
Familie Hepadnaviridae zusammengefasst [12]. Das Vorkommen des Virus in 
verschiedenen Spezies deutet auf eine weite Verbreitung des Virus in 
phylogenetisch wenig verwandten Organismen hin. Vertreter wurden in 
unterschiedlichen Spezies nachgewiesen: die Wirte umfassen Primaten, 
Nagetiere und Vögel wie z.B. Schimpansen, Waldmurmeltiere und Enten. Man 
teilt die Hepadnaviren in zwei Genera ein: Orthohepadnaviren, die Säugetiere 
infizieren, und Avihepadnaviren, die Vögel infizieren. 
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Tabelle 2.1 Charakteristische Vertreter der Hepadnaviren 
Genus Virus Spezies Referenz 
Orthohepadnavirus Hepatitis B-Virus (HBV) Mensch [4] 
 
Murmeltier-HBV 
woodchuck HBV (WHBV) 
Waldmurmel
-tier 
[13] 
Avihepadnavirus 
Enten-HBV 
duck HBV (DHBV) 
Pekingente [14] 
 
Reiher-HBV 
heron HBV (HHBV) 
Graureiher [15] 
 
Hepadnaviren sind durch einen ausgeprägten Lebertropismus 
(Hepatotropismus), ein sehr enges Wirtsspektrum, die Fähigkeit, eine 
chronisch-persistierenden Infektion hervorzurufen, und ihre 
Replikationsstrategie (mit reverser Transkription eines RNA-Intermediates) 
charakterisiert [16]. Das membranumhüllte Nukleokapsid enthält ein 3 bis 3,3 kb 
großes DNA-Genom. Diese DNA liegt in partiell doppelsträngiger, relaxierter 
Form vor und hat bei allen Hepadnaviren eine ähnliche Organisation und 
Struktur. In dem Nukleokapsid befindet sich außerdem eine virale Polymerase, 
die kovalent an das Genom gebunden ist. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die 
Sekretion subviraler Lipoproteinpartikel. Sie liegen in großem Überschuss im 
Serum infizierter Patienten oder Tiere gegenüber kompletten Virionen vor und 
sind nicht infektiös [4]. 
 
1.3 Das Enten-Hepatitis B-Virus 
 
Die erwähnten ausgeprägten Gemeinsamkeiten der einzelnen Vertreter der 
Hepadnaviren machen es möglich, animale Hepadnaviren als Modellviren für 
das humane Virus einzusetzen. Das humane System hat eine große Anzahl 
von Nachteilen: permanente Zelllinien sind nicht infizierbar und permissive, 
primäre humane Hepatozyten sehr schwer zugänglich; die Qualität dieser 
Hepatozyten schwankt sehr stark von Präparation zu Präparation; hinzu kommt 
eine starke Variabilität der Infektionseffizienz, die in der Regel sehr niedrig ist. 
Notwendig ist daher ein Tiermodell, bei dem primäre Hepatozyten mit geringem 
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Aufwand in größeren Mengen zu gewinnen sowie reproduzierbar und effizient 
infizierbar sind. Außerdem haben Tiermodelle den Vorteil, dass das 
Gefahrenpotential beim Arbeiten mit humanpathogenem Virus vermieden 
werden kann. Diese Bedingungen erfüllt das Entenmodell in optimaler Weise 
[17]. Dabei werden primäre Entenhepatozyten (primary duck hepatocytes, 
PDHs) und das Enten-HBV (duck HBV, DHBV) eingesetzt. Infektionsstudien mit 
diesem Modell sind effizient, reproduzierbar und gut kontrolliert möglich. 
 
Tabelle 2.2 Vergleich zwischen HBV und DHBV 
 HBV DHBV 
Wirt Mensch Pekingente 
Verwandte Viren WHBV HHBV 
Pathogenität Chronische Infektion Chronische Infektion 
 Oft Leberschaden In der Regel kein Leber-
schaden 
Experimentelle 
Systeme 
  
      Zelltransfektion Vorhanden Vorhanden 
      in vitro-Infektion Ineffizient Effizient 
      transgene Maus Vorhanden Nicht vorhanden 
      Kleintiermodell Nein Ja 
 
Alle Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden mit DHBV im Enten-Modell 
durchgeführt. Daher wird im Folgenden nur das entsprechende Virus (DHBV) 
beschrieben. 
Das Enten-Hepatitis B-Virus infiziert chinesische Haus- und 
amerikanische Pekingenten sowie Gänse. Die Infektion findet bei diesen Tieren 
in der Natur und in Gefangenschaft durch vertikale Übertragung von der 
infizierten Mutterente auf die Eier statt und resultiert in einer chronischen 
Infektion, die symptomlos bleibt und vom Immunsystem toleriert wird [18]. Das 
Virus vermehrt sich dann im Dottersack des Embryos und wird ab dem 
sechsten Tag der Embryonalentwicklung auf die Hepatozyten übertragen [19]. 
Bei experimentellen Infektionen kommt es in strikter Abhängigkeit vom Alter des 
Tieres zum Zeitpunkt der Inokulation entweder zur Etablierung einer 
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symptomlosen, persistenten Infektion (junges Tier) oder das Virus wird rigoros 
nach einer raschen Antikörperproduktion eliminiert (älteres Tier) [20]. 
Experimentelle Infektionen können in bestimmten Fällen abhängig vom Alter 
der Tiere und der Infektion mit besonderen Mutanten Symptome einer 
Leberentzündung verursachen [21]. 
 
1.3.1 Viruspartikel 
 
Im Serum infizierter Enten kann man zwei verschiedene Formen viraler Partikel 
nachweisen. Die infektiösen Viruspartikel (Virionen) mit ca. 40 bis 60 nm 
Durchmesser und subvirale Partikel (SVPs) mit ca. 30 bis 60 nm Durchmesser 
[18]. Beide Partikelarten sind sphärisch, unterscheiden sich jedoch v.a. durch 
die Präsenz des Nukleokapsids und des viralen Genoms, das den subviralen 
Partikeln fehlt (vgl. Abb. 2.1.1 und 2.1.2). 
 Das Virus ist von einer Lipidhülle umgeben, die wahrscheinlich aus der 
Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) einer infizierten Wirtszelle 
stammt und die beiden unterschiedlichen viralen Oberflächenproteine enthält. 
Diese Membran ist reich an Phosphatidylcholin (60 % aller Lipide) sowie 
Cholesterin (insgesamt 30 % der Lipide) und unterscheidet sich so von der 
Lipidzusammensetzung des zellulären ER [22]. Dies impliziert, dass eine 
Selektion der Lipide stattfindet, die in die virale Membran eingebaut werden. 
Insgesamt ist der Gehalt an Lipiden im Vergleich zum Protein jedoch sehr 
gering; in SVPs liegt das Verhältnis bei 1:4 [23]. Die Lipide in der Virushülle sind 
demnach wahrscheinlich nicht als Lipid-Doppelschicht angeordnet, in der die 
Oberflächenproteine eingelagert und frei beweglich sind. Es wird angenommen, 
dass Proteinaggregate durch kurze Lipidabschnitte getrennt sind [24]. Dies 
schränkt die laterale Beweglichkeit der Komponenten stark ein. 
Subvirale Partikel bestehen hauptsächlich aus den viralen 
Oberflächenproteinen S und L, die in die Membran eingelagert sind (Abb. 
2.1.1). Sie enthalten keine virale DNA und sind daher nicht infektiös. Von einer 
infizierten Zelle werden diese Partikel im großen Überschuss gegenüber den 
kompletten Virionen sezerniert. Es wird angenommen, dass auf ein infektiöses 
Virion 1.000 bis 10.000 SVPs kommen. SVPs können mit der viralen Bindung 
und anschließenden Infektion der Zielzelle kompetieren [25]. Im Gegensatz 
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dazu wurde gezeigt, dass SVPs bei einer niedrigen MOI (multiplicity of infection, 
Anzahl der infektiösen Viren pro Zelle) die Infektion von Wirtszellen verstärken, 
was auf eine wichtige Aufgabe im viralen Lebenszyklus hinweist [26]. 
 
Abb. 2.1.1 Aufbau der sub-
viralen Partikel von DHBV. 
Das Innere der SVPs ist 
höchstwahrscheinlich nicht leer,  
wie hier suggeriert, sondern 
enthält weitere Proteinkompo-
nenten. 
 
Bei kompletten Virionen befindet sich im Inneren der Membran ein 
ikosaedrisches Nukleokapsid, das ca. 35 nm Durchmesser hat und aus 240 
Einheiten des DHBc (Core-Protein) besteht (Abb. 2.1.2) [27]. Das Kapsid 
enthält das partiell doppelsträngige DNA-Genom (relaxed circular DNA, rcDNA) 
und die kovalent daran gebundene virale Polymerase. 
 
Abb. 2.1.2 Aufbau des 
Enten-Hepatitis B-Virus.  
Im Inneren des Virus befinden sich 
zusätzlich zu dem viralen 
Nukleokapsid auch Wirtsproteine 
wie Hsc70 (hier blau). Außerdem 
ist die duale Topologie des L-
Proteins dargestellt. 
 
 
Zelluläre Komponenten können zusätzlich zu den viralen in DHBV-Partikeln 
nachgewiesen werden. Sie können selektiv oder zufällig bei dem 
Zusammenbau der Partikel mit eingepackt werden. Dies ist für das Hsc70-
Protein (heat shock cognate protein 70, Hitzeschockprotein 70) bekannt, das in 
großen Mengen in viralen Partikeln gefunden wurde [28]. Die Identität oder 
Funktion dieser vermuteten Wirtsproteine sind bis heute noch nicht klar. 
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1.3.2 Genom und Genomorganisation 
 
 
Abb. 2.1.3 Organisation des DHBV-
Genoms.  
Die schwarzen Linien stellen das Genom 
mit dem Plus (+)- und dem Minusstrang (-) 
dar. ORF (open reading frame, offener 
Leserahmen) 
 
 
 
 
Das Genom der infektiösen Partikel hat einen sehr ungewöhnlichen Aufbau 
(Abb. 2.1.3). Es besteht aus einer ca. 3.000 Basenpaaren langen, nur teilweise 
doppelsträngigen DNA. Die Zirkularität des Genoms wird durch die sich 
überlappenden, kohäsiven 5’-Enden aufrechterhalten [29]. Der kodierende 
Negativstrang ist zwar vollständig und besitzt sogar eine kleine terminale 
Redundanz, ist jedoch nicht kovalent geschlossen. An seinem 5’-Ende trägt er 
ein virales Protein (terminal protein, TP) kovalent gebunden [30], das die 
Aktivität einer DNA-abhängigen DNA-Polymerase, Reversen Transkriptase und 
RNaseH aufweist [31]. Dieses Protein ist gleichzeitig der Primer für die reverse 
Transkription der prägenomischen RNA. Der Positivstrang ist unvollständig und 
umfasst nur zwischen 40 bis 85 % des Genoms [32]. Die Länge der Lücke 
variiert jedoch bei den verschiedenen Hepadnaviren und ist bei DHBV im 
Vergleich zu den mammalischen Viren am kleinsten [29]. Am 5’-Ende des 
Positivstranges befindet sich ein kurzes Oligoribonukleotid, das einen Rest der 
prägenomischen RNA darstellt [33]. Beide 5’-terminalen Strukturen 
übernehmen bei der viralen Replikation Primerfunktion [33]. Als weitere 
Besonderheiten weist das virale Genom direkte Wiederholungssequenzen 
(direct repeats, DR1 und DR2) auf, die eine Länge von 11 Basenpaaren haben 
und eine wichtige Rolle bei der Replikation spielen. 
Insgesamt ist die virale Genomorganisation sehr kompakt. Alle 
Nukleotide besitzen eine kodierende Funktion in mindestens einem der vier 
offenen Leserahmen (open reading frame, ORF); alle kodierenden Sequenzen 
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überlappen mit regulatorischen. Einzige Ausnahme ist hierbei das Genom des 
GSHV (ground squirrel HBV) [34]. Ein Leserahmen kodiert für die beiden 
verschiedenen Formen des Oberflächenproteins (S und L), der zweite für das 
Kapsidprotein (DHBc, core) und das sezernierte Protein DHBe (e-Antigen, 
PräC), der dritte für die Polymerase und der vierte für das X-Protein. Dieser 
letzte ORF beginnt an einem ungewöhnlichen Startkodon und wurde deshalb 
erst vor kurzem entdeckt [35]. 
 
1.3.3 Virale Transkription und Translation 
 
In vivo hat man bis heute drei verschiedene virale mRNA-Klassen gefunden, die 
alle eine cap-Struktur besitzen und polyadenyliert sind [16]. Sie besitzen 
unterschiedliche 5’-Enden, da sie unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte im 
viralen Genom haben, aber alle dasselbe 3’-Ende, da im gesamten Genom nur 
eine Polyadenylierungsstelle vorhanden ist. Für HBV wurde jedoch auch eine 
interne Polyadenylierungsstelle beschrieben, die in viralen Genomen aus 
chronisch infizierten Lebern nachgewiesen wurde [36]. Die beiden längsten 
mRNAs erstrecken sich über das gesamte Genom und haben verschiedene 
Funktionen. Sie werden genomische RNAs genannt. Von einer dieser RNAs 
wird sowohl das DHBc als auch die Polymerase translatiert [37]. Außerdem 
fungiert sie zusätzlich als Matrize für das DNA-Genom im Replikationszyklus 
[33]. Die zweite genomische RNA kodiert für das virale e-Antigen (PräC). Eine 
zweite Klasse von mRNAs beginnt vor dem Leserahmen für das große 
Oberflächenprotein (L-Protein) und kodiert nur für dieses Protein. Die dritte 
Klasse von mRNAs beginnt in der Region, die für das kleine Oberflächenprotein 
(S-Protein) kodiert; sie wird mengenmäßig am meisten gebildet. Die Identität 
der mRNA, die für das X-Protein kodiert, ist bis heute unbekannt. 
 Als Matrize für die mRNAs dient eine nach einer erfolgreichen Infektion 
im Zellkern vorkommende, virale DNA-Spezies, die cccDNA (covalently closed 
circular, kovalent geschlossene, zirkuläre DNA). Sie entsteht, nachdem die 
virale DNA in den Zellkern transportiert wurde. Dort wird die Lücke im DHBV-
Genom wahrscheinlich durch zelluläre Enzyme geschlossen [38]. Anschließend 
werden die Primerstrukturen an den 5’-Enden beider Stränge und der 
überlappende Bereich des Minusstranges entfernt. Eine zelluläre Ligase 
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verknüpft dann die beiden freien DNA-Enden miteinander. Das nun vorhandene 
zirkuläre, kovalent geschlossene DNA-Molekül (cccDNA) liegt 
extrachromosomal mit Histonen assoziiert vor [39, 40]. 
 
1.3.4 Virale Proteine 
 
Das Nukleokapsid setzt sich aus den viralen Core-Proteinen (DHBc) 
zusammen, die ein Molekulargewicht von 32 kDa besitzen und durch eine oder 
mehrere zelluläre Kinasen an bestimmten Serinresten phosphoryliert werden 
[41]. Am carboxyterminalen Ende jedes Core-Proteins befindet sich eine Region 
mit basischen Aminosäuren, die mit dem viralen RNA-Prägenom interagiert 
[42]. Außerdem findet sich ein NLS (nuclear localization signal, nukleäres 
Lokalisationssignal), das zwischen den Aminosäuren 184 und 226 liegt, und ein 
nukleäres Exportsignal [43]. Die Core-Proteine haben die autonome Fähigkeit, 
sich in infizierten Zellen konzentrationsabhängig zu partikulären Strukturen 
zusammenzulagern, die unter Vermittlung der viralen Polymerase und des sog. 
Epsilon-Signals (e-Signal) der prägenomischen RNA das RNA-Prägenom 
verpacken [44]. 
 Zusätzlich wird aus dem offenen Leserahmen des Core-Proteins ein 
weiteres virales Protein gebildet, das DHBe. Dieses e-Antigen (e steht für early) 
ist carboxyterminal gegenüber dem Kapsidprotein verkürzt und aminoterminal 
länger. Es wird von infizierten Zellen aufgrund einer Signalsequenz, die das 
Protein in den sekretorischen Weg leitet, sezerniert [45]. Es kann im Serum 
infizierter Enten nachgewiesen werden [46]. Seine genaue Funktion bei der 
Infektion ist bis heute unbekannt. Es wurde jedoch gezeigt, dass es nicht 
essentiell für die Replikation, Morphogenese oder Infektiosität der Viren ist [47]. 
 In die Hülle der Hepadnaviren sind verschiedene virale 
Oberflächenproteine eingelagert, bei DHBV sind dies das sog. kleine S-Protein, 
das etwa 80 % der Hüllproteine stellt, und das große L-Protein, das etwa 20 % 
stellt [48]. Sie sind aufgrund ihres relativ komplexen Aufbaus und ihrer 
Topologie einzigartig verglichen mit den Hüllproteinen anderer Viren [49]. Sie 
besitzen ein Molekulargewicht von 18 bzw. 36 kDa und sind mit Hilfe von 
mehreren Transmembrandomänen in der Virushülle verankert. Der 
Carboxyterminus beider Proteine ist identisch; L ist jedoch gegenüber S um 161 
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Aminosäuren aminoterminal verlängert (Abb. 2.1.4) [48]. Die Länge dieser 
Region variiert jedoch je nach Isolat. Diese ungewöhnliche Organisation 
resultiert aus differentieller Transkription eines einzigen Leserahmens [50]. 
 
 
 
Abb. 2.1.4 Organisation der viralen Oberflächenproteine S und L. 
Das größere L-Protein ist bei dem Isolat DHBV 3 aminoterminal gegenüber dem 
S-Protein um 161 Aminosäuren (AS) verlängert [51]. 
 
Das L-Protein wird am aminoterminalen Glyzin mit einer Myristinsäure 
modifiziert, die das Protein wahrscheinlich zusätzlich zu seinen 
Transmembrandomänen in der Membran fixiert [52]. Die Oberflächenproteine 
des DHBV werden im Gegensatz zum humanen Virus nicht N-glykosyliert. 
Bemerkenswert ist außerdem, dass das große Oberflächenprotein eine duale 
Topologie besitzt [53]. Nach der kotranslationalen Insertion in die ER-Membran 
kommt es bei einem Teil der Proteine zu einer Änderung der Topologie, die 
dazu führt, dass ungefähr die Hälfte der L-Proteine einen zur zytosolischen 
Seite gerichteten Aminoterminus besitzt, die andere Hälfte einen zur luminalen 
Seite gerichteten [54]. So kann das Protein zwei unterschiedliche Funktionen im 
viralen Partikel erfüllen: es kann nach außen gerichtet mit dem Rezeptor einer 
Zielzelle und nach innen gerichtet mit dem Kapsid interagieren. Weitere 
Eigenschaften der Oberflächenproteine werden in Kapitel II.1.4 beschrieben. 
Die virale Polymerase ist ein multifunktionelles Protein von ca. 90 kDa 
Größe. Die DNA-abhängige DNA-Polymerase-Domäne des Proteins füllt den 
inkompletten Einzelstrang des viralen Genoms auf [55] und die RNaseH-
Domäne verdaut selektiv RNA aus einem DNA-RNA-Hybridmolekül [56]. 
Außerdem besitzt das Protein eine reverse Transkriptase-Aktivität, so wird 
während der Replikation das RNA-Prägenom für die Synthese des DNA-
Minusstranges als Substrat benutzt [57]. 
 Das virale X-Protein scheint bei der DHBV-Infektion keine essentielle 
Rolle zu spielen. Es wird zwar exprimiert, eine funktionelle Inaktivierung führt 
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jedoch nicht zur Verminderung der Infektiosität in Kurzzeit-Infektions-
experimenten [58]. Es wurde gezeigt, dass das X-Protein ein Transaktivator ist, 
der indirekt mit einer große Zahl verschiedener Promotoren interagiert [35, 59]. 
Dies scheint bei der Pathogenese und Entstehung von HBV-assoziierten 
Leberkarzinomen eine Rolle zu spielen. 
 
1.4 Der virale Lebenszyklus 
 
Der Lebenszyklus des DHBV beginnt mit der Bindung des Virus an seinen 
Rezeptor an der Zelloberfläche (Abb. 2.1.5 ). Diese Bindung wird über das virale 
Oberflächenprotein L vermittelt, das an bis heute unbekannte, zelluläre 
Rezeptormoleküle bindet. Nach der Bindung an den Rezeptor folgt 
wahrscheinlich eine Rezeptor-vermittelte Endozytose [60]. Anschließend wird 
eine Fusion der viralen Membran mit einer Wirtsmembran postuliert, die das 
Nukleokapsid aus einem endozytischen Kompartiment freisetzt. Es ist unklar, 
ob dazu ein niedriger pH-Wert oder sog. Fusionspeptide nötig sind, wie dies für 
andere Viren beschrieben wurde [61]. Die zytoplasmatischen Nukleokapside 
müssen dann zum Nukleus gelangen, um eine produktive Infektion zu 
etablieren. 
 Ist das Kapsid an der Kernmembran angelangt, wird das DHBc 
wahrscheinlich phosphoryliert und exponiert dann ein NLS. Dies führt dazu, 
dass nukleäre Faktoren wie Importin a und ß das Kapsid binden und so der 
gesamte Komplex in den Kern gelangt [62]. Eine Auflösung des Kapsids an der 
Kernmembran und der anschließende Transport der DNA in den Kern können 
jedoch nicht ausgeschlossen werden. 
Im Kern wird die relaxierte Form des viralen Genoms (rcDNA) in die 
kovalent geschlossene Form (cccDNA) überführt. Dies geschieht nach 
Entfernung der 5’-terminalen Strukturen und Vervollständigung des 
unvollständigen Stranges durch die virale Polymerase. Anschließend werden 
die Stränge mit Hilfe von Wirtsproteinen verknüpft [38]. Die so entstandene 
cccDNA wird normalerweise nicht in das Wirtsgenom eingebaut, sondern liegt 
episomal in Nukleosomen organisiert vor [40]. Ein geringer Teil inseriert jedoch 
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in die chromosomale DNA und ist damit nicht mehr in der Lage, 
Nachkommensviren zu produzieren [63]. 
 
 
 
Abb. 2.1.5 Schematische Darstellung des viralen Lebenszyklus.  
Die prinzipiellen Schritte des Lebenszyklus sind fett hervorgehoben. Die virale 
DNA und die viralen Transkripte sind schwarz dargestellt, die prägenomische 
RNA grün. 
 
Im Zellkern erfolgt dann die Transkription des Virusgenoms durch die zelluläre 
RNA-Polymerase II [64]. Die verschiedenen RNA-Typen (s. Kapitel II.1.3.3) 
werden in das Zytoplasma exportiert und dort translatiert, dabei werden die 
viralen Hüllproteine direkt in die Membran des ER inseriert [65]. Dort können sie 
entweder autonom subvirale Partikel bilden oder mit Kapsiden interagieren. 
Im Zytosol komplexieren DHBc-Dimere untereinander und bilden durch 
self assembly und Interaktion mit dem RNA-Prägenom Ribonukleo-
proteinkomplexe [66]. Vor der Verpackung der RNA wird das Core-Protein 
phosphoryliert [67]. Sobald sich die prägenomische RNA im Kapsid befindet, 
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erfolgt die Reifung der Partikel, die die reverse Transkription der 
prägenomischen RNA in das virale DNA-Genom und die Dephosphorylierung 
der Kapsidproteine beinhaltet [57, 68]. 
 Die reifen Kapside interagieren mit den viralen Hüllproteinen an der 
Membran des ER und formen so im Lumen des ER komplette Virionen. Die 
umhüllten Viren werden dann wahrscheinlich über den konstitutiven 
Sekretionsweg der Zelle an die Zelloberfläche transportiert und dort freigesetzt. 
Alternativ können die reifen Kapside auch zum Kern transportiert werden und 
dort den cccDNA-Pool vergrößern. Nach einer erfolgreichen Infektion kommen 
dann ca. 1 bis 20 cccDNA-Moleküle pro Zellkern vor [69]. Dieser 
Reinfektionszyklus erfolgt bevorzugt bei der Etablierung der Infektion an deren 
Anfang; hat sich die Infektion dann etabliert, erfolgt bevorzugt die Produktion 
reifer Virionen. Diese Vorgänge werden durch die Menge des L-Proteins 
reguliert [70]. Ist wie zu Beginn der Infektion wenig L-Protein in der Zelle 
vorhanden, so wird bevorzugt der Zellkern ‚re-infiziert’. Ist die Infektion etabliert 
und wird viel L synthetisiert, werden die Partikel bevorzugt sezerniert. 
 Aufgrund der autonomen Budding-Aktivität der viralen Oberflächen-
proteine kommt es zur Bildung von SVPs. S und L scheinen sich in 
Membrandomänen des ER zu sammeln. Wenn sie dort eine bestimmte Dichte 
erreicht haben, kommt es wahrscheinlich zur spontanen Einstülpung der 
Membran und dem Budding in das ER-Lumen. 
1.4.1 Die frühen Schritte einer DHBV-Infektion 
 
Um eine Infektion zu initiieren, bindet DHBV zuerst an die Zelloberfläche. Es 
zeigte sich als Herausforderung, die initiale Interaktion zwischen Virus und 
Hepatozyten zu untersuchen, was auf das Fehlen einer infizierbaren Zelllinie 
und die geringe Virusmenge, die mit den Hepatozyten interagiert, 
zurückzuführen ist. Trotz dieser Beschränkungen wurden verschiedene 
zelluläre Proteine identifiziert, die als Rezeptoren des humanen Virus fungieren 
könnten [71, 72]. Keines dieser Proteine machte jedoch nicht-infizierbare 
Zelllinien oder primäre Zellen eindeutig permissiv für eine produktive Infektion. 
Der Fortschritt war auf dem Gebiet des DHBV-Systems größer. Im DHBV-
Infektionsmodell konnte erstmals gezeigt werden, dass die Bindung der viralen 
Partikel an die Hepatozyten durch die preS-Region des viralen Hüllproteins L 
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vermittelt wird, da diese durch preS-Peptide oder bestimmte SVPs 
kompetierbar ist [73]. Der funktionelle Rezeptor von DHBV ist zwar bis heute 
unbekannt; es wurde jedoch ein Oberflächenprotein beschrieben, welches L mit 
hoher Affinität bindet und als putativer Rezeptor vorgeschlagen wurde [74]. 
Dieses 180 kDa große Glykoprotein (gp180, duck carboxypeptidase D, DCPD) 
bindet spezifisch an die preS-Region des L-Proteins. Die Tatsache, dass 
Antikörper, die gegen die Interaktionsregion der beiden Proteine gerichtet sind, 
eine Infektion verhindern, spricht für eine Schlüsselrolle von gp180 beim 
Eintritts- oder Bindungsprozess des Virus an der Zellmembran [75]. 
Verschiedene Untersuchungen stellten jedoch die mögliche Rolle von gp180 als 
Rezeptor für DHBV in Frage: Enten-gp180 interagiert mit der preS-Region des 
Reihervirus (HHBV), der PDHs nicht infiziert [76]. Der für Hepadnaviren 
charakteristische Wirtstropismus lässt sich daher nicht durch die Spezifität der 
viralen Interaktion mit gp180 erklären, so dass ein zusätzlicher, spezifischer 
Schritt (möglicherweise die Interaktion mit einem Korezeptor) postuliert werden 
muss. Die Erwartung der präferentiell hepatischen Expression von gp180 hat 
sich nicht bestätigt [77]. Die Tatsache, dass die für die Wirtsspezifität und 
Infektiosität unentbehrlichen Domänen des L-Proteins Segmente enthalten (AS 
22-43), welche für die Interaktion mit gp180 nicht essentiell sind [76], zeigt 
außerdem, dass gp180 nicht die einzige Determinante der viralen Aufnahme 
darstellen kann. Wenn gp180 etwas mit der infektiösen Aufnahme von DHBV in 
die Hepatozyten zu tun haben sollte, dann als eine der Komponenten eines 
funktionellen Rezeptorkomplexes, dem zusätzliche Wirts- und Leberspezifitä t-
vermittelnde Aufnahmeschritte vor- oder nachfolgen müssen. 
Studien der initialen Schritte des viralen Lebenszyklus (Abb. 2.1.6) 
werden weiterhin durch die Tatsache kompliziert, dass eine hepadnavirale 
Infektion zur Produktion eines großen Überschusses an nicht-infektiösen SVPs 
zusätzlich zu Nachkommensvirionen in dem zu verwendenden Inokulum führt. 
Dies macht die Diskriminierung zwischen SVPs und kompletten Virionen in 
Protein-basierten Assays ohne vorherige extensive Anreicherung der einzelnen 
Partikelentitäten nahezu unmöglich. 
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Abb. 2.1.6 Schema der frühen Schritte einer DHBV-
Infektion. 
 
 
 
 
 
 
Die initiale Bindung der viralen Partikel an die Zelloberfläche scheint eine 
Komponente zu beinhalten, die mit niedriger Affinität und ohne Sättigung 
stattfindet, sowie eine, die mit hoher Affinität und sättigbar erfolgt [25]. Diese 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Bindung zwei verschiedene 
Determinanten und somit Komponenten beinhaltet. Verschiedene 
Kompetitionsexperimente mit rekombinanten preS-Peptiden und Versuche mit 
neutralisierenden Antikörpern, die gegen verschiedene Domänen des L-
Proteins gerichtet waren, zeigten, dass die preS-Region des L-Proteins für die 
Etablierung einer produktiven Infektion essentiell ist [25, 73, 74]. Außerdem 
wurde vorgeschlagen, dass SVPs, die keine virale DNA besitzen und 
hauptsächlich aus Lipiden und viralen Oberflächenproteinen bestehen, 
wahrscheinlich mit Virionen um dieselben spezifischen Bindungsstellen auf 
Hepatozyten kompetieren [25]. 
 Die Infektionsschritte nach der Rezeptorbindung sind weit schlechter 
charakterisiert. Es zeigte sich jedoch früh, dass die Kinetik der DHBV-
Aufnahme ungewöhnlich ist: Bindung an die Wirtszelle und die Aufnahme 
scheinen sehr langsam zu erfolgen; für eine maximale Infektionseffizienz 
müssen die Zellkulturen bis zu 16 h inokuliert werden [78]. 
Zwei unabhängige Laboratorien zeigten, dass eine DHBV-Infektion nicht 
durch eine Alkalisierung des endosomalen pH-Werts inhibiert wird; eines 
veröffentlichte gegenteilige Resultate [60, 79, 80]. Dies würde darauf hindeuten, 
dass die Fusion der viralen Membran mit der Wirtsmembran an der 
Zelloberfläche stattfindet. Im Gegensatz dazu kann die Aufnahme des Virus 
durch Substanzen, die Energie-abhängige, zelluläre Prozesse inhibieren, 
verhindert werden [60]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die DHBV-
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Aufnahme nach Überexpression von gp180 durch Endozytose erfolgt [75, 81]. 
Es konnte jedoch keine Korrelation mit der produktiven Infektion erfolgen. 
Zusammengenommen weisen diese Daten auf eine Fusion der viralen mit der 
Wirtsmembran in endosomalen Kompartimenten nach einer Rezeptor-
vermittelten Endozytose hin. 
Für HBV zeigten Lu et al., dass ein Protease-induzierter Fusionsvorgang 
zwischen der viralen Hülle und der hepatozellulären Membran zur produktiven 
Infektion einer humanen Hepatomzelllinie führt, die nicht mit nativem Virus 
infizierbar ist [82]. Obwohl Leberzell-assoziierte, proteolytische Spaltprodukte 
des viralen Oberflächenproteins oft in Immunblots von Extrakten infizierter 
Organe beobachtet werden können, ist bis heute unklar, ob eine spezifische 
Spaltung des Oberflächenproteins überhaupt stattfindet oder essentiell für eine 
produktive Infektion ist und eine Membranfusion induziert. Bis heute gibt es nur  
indirekte Evidenzen für diesen postulierten Fusionsvorgang. Wo (wenn 
überhaupt) dieser stattfindet und welche Faktoren dazu nötig sind, ist 
unbekannt. Unabhängig vom verwendeten Aufnahmeweg muss das virale 
Genom jedoch in den Kern gelangen, um die Infektion zu etablieren (Abb. 
2.1.6). Auch über diesen Transport ist bis heute nichts bekannt. 
Die frühen Schritte einer hepadnaviralen Infektion sind auch die 
verwundbarsten. Stört man den stark regulierten Weg des Virus zum Zellkern, 
so kann keine Infektion etabliert werden, da das zentrale Molekül des viralen 
Lebenszyklus, die cccDNA, nicht gebildet werden kann. Erforschung und 
Charakterisierung der frühen Infektion sind demnach essentiell, um nicht nur zu 
einem besseren Verständnis der Interaktion zwischen Virus und Zelle zu führen, 
sondern auch um potente Medikamente gegen eine Virusinfektion zu 
entwickeln. 
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2. Endozytose 
 
Endozytose bezeichnet die Aufnahme von gelösten Stoffen, Partikeln und 
Lösungen in membranumhüllte, zelluläre Vesikel. Sie ist verantwortlich für die 
Aufnahme essentieller Nährstoffe aus der Umgebung und hält die zelluläre 
Homöostase aufrecht. Dabei invaginieren kontrolliert kleine Regionen der 
Membran und formen intrazelluläre Vesikel von ca. 0,05 bis 0,1 µm 
Durchmesser [83]. Diese Vesikel machen verschiedene Maturierungsschritte 
durch und geben ihren Inhalt dann oft an Lysosomen ab, wo er degradiert wird. 
Es gibt jedoch verschiedene Wege der Endozytose, die unterschiedliche 
Konsequenzen für den Vesikelinhalt haben. 
 
 
 
Abb. 2.2.1 Aufnahmemechanismen einer Zelle. 
Verschiedene Typen von Plasmamembrandeformationen führen zu der Bildung 
von geschlossenen endozytischen Kompartimenten. STEM (surface-connected 
tubules entering macrophages). Nach Maxfield und McGraw [84]. 
 
Der am besten charakterisierte Aufnahmeweg beginnt mit der Bildung von 
Clathrin-beschichteten pits (Vertiefungen). In vielen Zellen erfolgt jedoch bis zur 
Hälfte der Membran- und Flüssigkeitsaufnahme durch verschiedene Clathrin-
unabhängige Mechanismen (Abb. 2.2.1). Diese Prozesse sind schwieriger zu 
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untersuchen, da spezifische Marker fehlen. Sie sind deshalb schlechter 
untersucht und weniger gut verstanden. 
Ruffling (von to ruffle – sträuben) von Membranen kann zur Bildung 
großer endozytischer Kompartimente führen (Makropinosomen). Dieser 
Prozess, auch als Makropinozytose bezeichnet, kommt unregelmäßig vor, kann 
jedoch durch bestimmte Reize aktiviert werden [85]. 
Caveolae sind flaschenförmige Invaginationen der Zelloberfläche, in 
denen das Protein Caveolin angereichert ist [86]. Unter bestimmten 
Bedingungen formen sich aus ihnen intrazelluläre Vesikel. Dies scheint jedoch 
auch nicht regelmäßig in nicht-stimulierten Zellen zu passieren [87]. 
Phagozytose ist die Aufnahme relativ großer Partikel (300 nm bis zu 
mehreren µm im Durchmesser), die Aktin abhängig ist [88]. Dieser Prozess 
kommt hauptsächlich in spezialisierten Zellen wie z.B. Makrophagen vor. In 
diesen Zellen bilden sich auch große Röhren (bis zu 2 µm im Durchmesser, 
STEMs, surface-connected tubules entering macrophages), die sich in das 
Zytoplasma abschnüren und eine Rolle bei der Aufnahme großer 
Lipoproteinpartikel spielen [89]. 
Außerdem existieren noch weitere Clathrin-unabhängige Aufnahme-
mechanismen, die zur Zeit noch relativ unbekannt sind [90]. 
Im Folgenden wird gesondert auf die Clathrin-abhängige Endozytose und 
Caveolae-vermittelte Aufnahme eingegangen, da diese in der vorliegenden 
Arbeit in Zusammenhang mit der DHBV-Infektion untersucht wurden. 
 
2.1 Clathrin-vermittelte Endozytose 
 
Bei dieser Form der Endozytose, die durch eine Rezeptor-Liganden-Interaktion 
vermittelt wird und Clathrin-abhängig ist, bindet ein spezifischer Rezeptor an 
der Zelloberfläche einen Liganden. Dies kann ein extrazelluläres Molekül wie 
LDL (low density lipoprotein, Lipoprotein mit niedriger Dichte), Transferrin oder 
auch ein Virus sein. Anschließend wird aus der Plasmamembranregion, die den 
Rezeptor-Liganden-Komplex enthält, durch Invagination und Abschnürung ein 
Transportvesikel geformt (Abb. 2.2.2). Die Geschwindigkeit, mit der der Ligand 
aufgenommen wird, hängt unter anderem von der Rezeptormenge an der 
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Zelloberfläche ab [91]. Sind viele Rezeptormoleküle an der 
Zytoplasmamembran vorhanden, so erfolgen Bindung und Aufnahme sehr 
schnell. 
Nach der Bindung des Liganden erfolgt eine Konformationsänderung des 
Rezeptors, die dazu führt, dass an der zytosolischen Seite des Moleküls 
Adaptormoleküle (AP-2) binden [92]. Diese Proteine aggregieren dann, und es 
kommt zu einer Bindung von Clathrin-Untereinheiten, die eine gerüstartige 
Struktur bilden [93]. Die curved pits (gebogene Vertiefungen) invaginieren unter 
ATP-Hydrolyse und der Beteiligung zusätzlicher Faktoren und bilden coated pits 
(beschichtete Vertiefungen). Diese Einstülpungen in der Zellmembran werden 
nun unter GTP-Hydrolyse durch Dynamin abgeschnürt [94]. Dynamin-
Untereinheiten binden an die Phosphoinositole des verlängerten Teils des 
invaginierten Vesikels. Sind ausreichend Untereinheiten gebunden, wird GTP 
hydrolysiert, eine Konformationsänderung erfolgt und das Vesikel wird von der 
Plasmamembran abgeschnürt [95]. 
 
 
 
Abb. 2.2.2 Bildung Clathrin-beschichteter Vesikel. 
Der erste Schritt der Bildung von Endosomen ist die Rekrutierung des Clathrin-
Adaptor-Proteins AP-2 und Clathrin an die Plasmamembran (1). Wenn ein 
Rezeptor seinen Liganden bindet, interagiert er mit diesen Proteinen (2). Die 
Clathrin-beschichtete Domäne schnürt sich unter Beteiligung von 
akzessorischen Proteinen ab (3 und 4). Die Hülle wird unter Energieverbrauch 
entfernt (5) und das neu geformte Endosom fusioniert mit prä-existierenden 
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Endosomen (6). SNARE-Komplex (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 
attachment protein receptor-Komplex; Komplex, der zur Fusion der beiden 
Vesikel führt). Nach Maxfield und McGraw [84]. 
 
Dieser Vorgang wird jedoch nicht nur bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose 
genutzt, sondern auch bei anderen Aufnahmewegen und bei der Bildung 
sekretorischer Vesikel vom trans-Golgi-System [96]. 
Nach der Abschnürung und Bildung eines beschichteten Vesikels 
(coated vesicle) wird das Clathringerüst abgebaut [93]. Das Vesikel maturiert 
zum frühen Endosom unter Bindung an Mikrotubuli sowie unter Vermittlung des 
frühen endosomalen Antigens 1 (early endosomal antigen 1, EEA1) und Rab5 
[97, 98]. Nach der Endozytose wird lysosomal gerichtetes Material durch eine 
Reihe verschiedener, distinkter endosomaler Kompartimente transportiert (Abb. 
2.2.3) [99]. Mit fortschreitendem Transport des Materials kommt es zu einer 
zunehmenden Ansäuerung der Vesikel [100]. Es wurde gezeigt, dass diese 
Transportschritte von intakten Mikrotubuli abhängig sind [101]. 
 
 
 
Abb. 2.2.3             Intrazellulärer 
Transport endosomaler Vesikel. 
Der niedrige pH-Wert des 
Lysosoms ist durch die orange 
Farbe gekennzeichnet. MVB, 
(multivesicular body). Nach Sorkin 
und Zastrow [102]. 
 
 
 
 
 
 
 
Das frühe Endosom wird zu einem zentralen Endosomenkomplex transportiert, 
wobei der pH-Wert in den Vesikeln durch die Aktivität einer Protonenpumpe 
(vesikuläre ATPase, vATPase) kontinuierlich angesäuert wird. Frühe 
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Endosomen zeichnen sich dabei durch einen pH von ca. 6,2 aus [103]. Die 
Ansäuerung führt meist zu einer Dissoziation von Rezeptor und Ligand und ist 
für die Aktivität verschiedener lysosomaler Hydrolasen essentiell [104]. 
Außerdem scheint die interne Azidifizierung des zentralen Vakuolensystems 
einer Zelle eine wichtige Rolle bei der Kommunikation zwischen den 
vesikulären Kompartimenten und deren Maturation zu spielen [100]. 
Die dissoziierten Liganden sammeln sich nach Ansäuerung des Vesikels  
(nun sorting endosome genannt) in einem vesikulären Teil, die Rezeptoren 
aufgrund ihrer größeren Oberfläche in schlauchförmigen Auswüchsen [105]. 
Diese Teile des Vesikels schnüren sich ab, werden zu recycling endosomes 
(wiederverwertende Endosomen) und zur Plasmamembran zurücktransportiert, 
wo sie mit ihr fusionieren und so die Rezeptoren wieder an die Oberfläche der 
Zelle bringen. 
 Der dissoziierte Ligand oder anderes endozytiertes Material verlässt das 
Endosom und befindet sich anschließend in einem Prälysosom (spätes 
Endosom), das multivesikuläre Strukturen besitzt (multivesicular body, MVB) 
[106]. Es kommt zu einer weiteren Absenkung des pH auf bis zu 4 und in Folge 
zu einer Bildung von Lysosomen [99]. Hier werden verschiedene Proteasen 
aktiviert und der endozytierte Ligand degradiert. Die Degradationsprodukte 
können nun entweder von der Zelle resorbiert oder exozytiert werden. 
 
2.2 Caveolae-vermittelte Endozytose und lipid rafts 
 
Cholesterin ist ein sehr wichtiges strukturgebendes Lipid in den 
verschiedensten biologischen Membranen. Es scheint aber in den 
verschiedenen Organellen in unterschiedlichen Mengen vorhanden zu sein 
[107]. Die größte Menge an freiem Cholesterin (über 85 %) kommt in der 
Zytoplasmamembran vor [108]. 
Zwei der Primärfunktionen von Cholesterin sind die Verminderung der 
Membranpermeabilität und eine Erhöhung der Stabilität dieser Membranen. 
Dabei ist es oft in Mikrodomänen oder so genannten lipid rafts (Lipidflöße) 
organisiert. Diese enthalten neben Cholesterin im zytoplasmatischen Teil der 
Membran in dem exoplasmatischen Teil der Membrandoppelschicht Sphingo-
                                                                                                               Einleitung 
                                                                                                                                    26 
lipide (Sphingomyelin und Glykosphingolipide) [109]. Das Cholesterin 
kondensiert aufgrund seiner Struktur die Packung der Sphingolipide, indem es 
den Platz zwischen ihren gesättigten Hydrokarbon-Seitenketten einnimmt. Es 
kommt zur Bildung einer geordneten Phase in der Membran, die sich von der 
ungeordneten Phase der restlichen Membran abgrenzt. Diese Domänen spielen 
eine wichtige Rolle bei der Membranorganisation, scheinen die Fähigkeit zu 
besitzen, sich in der Membran lateral zu bewegen und stellen Plattformen für 
bestimmte Proteine und Signaltransduktionswege dar [110]. 
 
 
 
Abb. 2.2.4 Schematische Darstellung von lipid rafts. 
Im rechten Teil des Bildes ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme von 
Caveolae gezeigt. Im linken Teil eine schematische Darstellung von lipid rafts 
und Caveolae. Nach Razani und Lisanti (Reviews in Undergraduate Research,  
www.ruf.rice.edu/~rur/issue1_files/razani.html). 
 
Lipid rafts werden primär biochemisch charakterisiert. In elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen von nativen Zellen sind sie, mit Ausnahme der 
Caveolae (spezialisierte lipid rafts), nicht zu beobachten (Abb. 2.2.4). Der 
einzige Assay, der zur Identifizierung von lipid rafts genutzt werden kann, 
beruht auf der Tatsache, dass diese Membrandomänen in nicht-ionischen 
Detergenzien wie Triton X-100 bei 4°C im Gegensatz zum Rest der Membranen 
nicht löslich sind [110]. So können sie nach einer Zelllyse von den löslichen 
Membranfraktionen durch Zentrifugation abgetrennt werden. 
 Lipid rafts inkorporieren selektiv bestimmte Proteinklassen. Diese 
Proteine haben oft einen GPI-Anker (Glykosylphosphatidylinositol-Anker), sind 
azyliert oder an Cholesterin gebunden [110]. Wird das Cholesterin der 
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Membran durch chemische Reagenzien (wie z.B. Filipin III oder Methyl-ß-
Cyclodextrin) verändert oder entfernt, so führt das zu einer Dissoziation der 
Raft-Proteine von den Lipiden und somit zu einer Auflösung der Rafts sowie 
einer damit assoziierten Störung der Funktionen [109, 111]. 
 Caveolae sind 50 bis 70 nm große, glatte Einstülpungen der 
Zellmembran, die bei der Endozytose, dem Lipidtransport und der 
Signaltransduktion eine Rolle spielen [109]. Sie werden oft als spezialisierte 
lipid rafts angesehen, die durch die Präsenz des Proteins Caveolin definiert 
sind. In verschiedenen Zelltypen (dazu gehören auch Hepatozyten), in denen 
sie nachgewiesen wurden, befinden sie sich normalerweise an der 
Zelloberfläche und nur wenige davon werden konstitutiv internalisiert. Nach 
einem bestimmten Signal können sie jedoch vermehrt internalisiert werden 
[112, 113]. Caveolae vermitteln z.B. die Aufnahme bestimmter Pathogene (z.B. 
SV40, simian virus 40) oder Toxine (z.B. Cholera-Toxin, CT) in die Zelle [114, 
115]. 
 Die Familie der Caveolin-Proteine besteht aus den drei unterschiedlichen 
Mitgliedern Cav-1, -2 und -3, wobei hier nur auf Cav-1 eingegangen werden 
soll, da es am besten charakterisiert ist. Caveolin-1 hat eine sehr hohe 
Bindungsaffinität für Cholesterin und Sphingolipide [116, 117]. Diese 
Eigenschaft, zusammen mit einer carboxyterminalen Lipidveränderung 
(Palmitylierung), stabilisiert das Protein und dirigiert es zu den Caveolae [118]. 
Oligomerisierung und weitere Oligomer-Oligomer-Interaktionen scheinen für die 
Formation der invaginierten Caveolae verantwortlich zu sein [119]. Diese 
Strukturen, die nicht ausschließlich aus Caveolin bestehen, bilden eine Hülle 
um die zytosolische Seite der Membraneinstülpung und scheinen seine 
Kurvatur zu bestimmen [120]. 
Der Weg, den die durch Caveolae aufgenommenen Substanzen in der 
Zelle nehmen, scheint nicht festgelegt zu sein. Es wurden unterschiedliche 
Transportwege beschrieben. Nach der Bindung an seinen Rezeptor wird CT 
durch Caveolae internalisiert und in ein frühes endosomales Kompartiment 
transportiert, das Marker der frühen Endosomen (wie z.B. EEA1) enthält [97]. 
Von dort aus erreicht es den Golgi-Komplex, von dem es weiter zum ER 
transportiert wird [121]. Die Aufnahme von SV40 durch Caveolae wird in Kapitel 
II.2.4.1 diskutiert. 
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2.4 Endozytose von Viren und virale Fusionsproteine 
 
Alle animalen Viren haben die ersten Schritte einer Infektion gemeinsam, die 
mit der Bindung der viralen Partikel an die Oberfläche permissiver Zellen 
beginnen und mit Freigabe der viralen DNA in das Zytoplasma oder den 
Zellkern enden (abhängig vom Replikationsort des Virus). Umhüllte Viren haben 
dabei prinzipiell zwei Möglichkeiten, permissive Zellen zu infizieren und die 
ihnen gestellte Membranbarriere zu überwinden, um das virale Genom 
freizusetzen (Abb. 2.2.5): entweder Rezeptor-vermittelte Endozytose des Virus 
mit nachfolgender Fusion viraler und endosomaler Membranen oder Fusion mit 
der Plasmamembran. 
 
 
Abb. 2.2.5 Aufnahmewege 
umhüllter Viren in die Wirtszelle. 
Viren wie z.B. das Influenza-Virus 
dringen in die Zelle durch 
Rezeptor-vermittelte Endozytose 
ein (I). Viren wie HIV -1 dagegen 
fusionieren an der Zelloberfläche, 
sie benötigen dabei oft das 
zelluläre Zytoskelett und die 
Zusammenführung zweier ver-
schiedener Rezeptoren (II). Nach 
Rawat et al. [122]. 
 
Diese beiden Infektionswege unterscheiden sich grundsätzlich in ihrer pH-
Abhängigkeit. Viren, die an der Plasmamembran fusionieren, benötigen keinen 
niedrigen pH-Wert, um die Zelle infizieren zu können; dies wurde z.B. für HIV 
gezeigt [123]. Viren jedoch, die durch einen endozytischen Mechanismus 
aufgenommen werden, benötigen oft, jedoch nicht zwingend, einen niedrigen 
intrazellulären pH; dies wurde z.B. für Influenza-Viren gezeigt [124]. Die Fusion 
der viralen Membran mit der Wirtsmembran benötigt jedoch in jedem Fall einen 
regulierten Prozess, der durch Membranproteine vermittelt wird, wenn sich 
beide Membranen in räumlicher Nähe zueinander befinden. 
                                                                                                               Einleitung 
                                                                                                                                    29 
Da für DHBV ein endozytischer Aufnahmemechanismus angenommen 
wird, wird im Folgenden nur auf die endozytischen Aufnahmewege 
verschiedener Viren näher eingegangen. 
 
2.4.1 Endozytose von Viren 
 
Viren nutzen verschiedene endozytische Aufnahmewege, um in ihre Zielzellen 
zu gelangen. Bisher wurden vier prinzipielle beschrieben: die Aufnahme durch 
Clathrin-vermittelte Endozytose, Caveolae-vermittelte Aufnahme, Makro-
pinozytose und Aufnahmewege, die schlecht charakterisiert sind und sich 
dadurch auszeichnen, dass sie keinem der erstgenannten entsprechen. 
Man kann endozytierte Viren grundsätzlich in zwei Gruppen einteilen: Die 
ersten benötigen einen niedrigen endosomalen pH-Wert, um eine Infektion 
etablieren zu können, die zweiten brauchen diesen nicht und werden durch 
andere Mechanismen aus dem endosomalen Kompartiment freigesetzt. 
Beispiele dafür sind humane Rhinoviren (HRV): Die Infektion von Wirtszellen 
mit HRV14 kann durch Heben des endosomalen pH auf neutrale Werte (z.B. 
durch eine Behandlung mit Bafilomycin A1) nicht verhindert werden, während 
dies bei einer Infektion mit HRV2 möglich ist [125]. Beide Viren werden durch 
Endozytose aufgenommen; sie verfolgen dann jedoch unterschiedliche Wege. 
HRV2 wird nach einer sehr schnellen Aufnahme in späte Endosomen 
transportiert und dort nach der Absenkung des pH freigesetzt. Die HRV2-
Infektion kann durch eine Bafilomycin A1-Behandlung verhindert werden, das 
Virus wird auf seinem Weg zum Lysosom in früheren Kompartimenten gestoppt 
[126]. Das humane Rhinovirus 14 wird im Gegensatz dazu durch einen relativ 
langsamen Mechanismus aufgenommen und wird schon bei neutralem pH aus 
frühen Endosomen freigesetzt. 
 Die Cholesterin-Abhängigkeit der Aufnahme verschiedener Pathogene 
(vom Virus bis zur Protozoe) in die entsprechenden Zielzellen ist ein 
Phänomen, das erst seit kurzem untersucht wird [122, 127]. Zentrale Rollen für 
das Wirtscholesterin wurden für die Bindung, Internalisierung und intrazelluläre 
Stadien des Lebenszyklus verschiedener Pathogene vorgeschlagen. Außerdem 
können Rezeptoren für bestimmte Viren in lipid rafts konzentriert sein; dies 
wurde bereits für HIV-Rezeptoren gezeigt [128]. Die rafts erfüllen dabei 
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verschiedene Funktionen, sie können die Rezeptordichte in einem bestimmten 
Teilabschnitt der Membran erhöhen, um die virale Bindung und Internalisierung 
effizienter zu machen, Korezeptoren rekrutieren oder nach der viralen Bindung 
eine Signalkaskade aktivieren. 
 SV40 ist das Prototypvirus für die Caveolae-vermittelte Aufnahme, die 
Untersuchung seines Aufnahmemechanismus führte zur Identifizierung und 
erstmaligen Entdeckung dieser Aufnahme. Nach der Bindung des Virus an die 
Zelloberfläche wird es zu Caveolae rekrutiert, die dann internalisiert werden 
[129]. Nach der Aufnahme folgt der Transport des Virus zu sog. Caveosomen, 
die nicht-klassische, endosomale Kompartimente darstellen [130]. Diese 
Caveosomen besitzen einen neutralen pH und sind negativ für Marker der 
frühen Endosomen wie EEA1. Anschließend wird das Virus Mikrotubuli-
abhängig in die perinukleäre Region transportiert und gelangt von dort in das 
glatte ER. Ein noch nicht identifizierter Weg führt es von dort in das Zytoplasma 
und dann in den Zellkern, wo die Infektion etabliert wird. 
 
2.4.2 Virale Fusionsproteine 
 
Verschiedene Viren, die durch Endozytose in ihre Wirtszellen gelangen, 
machen wichtige strukturelle Veränderungen an ihren Oberflächenproteinen 
oder dem Wirtszellrezeptor durch, die durch einen niedrigen endosomalen pH-
Wert induziert werden und für die Etablierung einer Infektion nötig sind [131, 
132]. Diese Veränderungen führen bei umhüllten Viren oft zu einer Fusion der 
viralen mit der Wirtsmembran. Dazu nutzen viele Viren Fusionsproteine, die zu 
einer Membranfusion führen, wenn zwei Membranen sich in räumlicher Nähe 
befinden. Virale Fusionsproteine können in mehrere Klassen unterteilt werden. 
Typ I-Proteine (z.B. vorhanden bei Filo- und Retroviren) enthalten meist 
aminoterminal helikale coiled-coil-Abschnitte, die durch Fragmente der 
Fusionsproteine geformt werden. Diese Strukturen sind metastabil und besitzen 
erst nach der induzierten Fusion den Zustand der niedrigsten Energie. Dieser 
wird nach einer Reihe konformationeller Änderungen, die durch eine 
Rezeptorbindung oder niedrigen pH ausgelöst werden, erreicht [133]. 
Außerdem werden die Typ I-Fusionsproteine vieler Viren proteolytisch 
gespalten. Typ II-Proteine (z.B. vorhanden bei Flavi- und Alphaviren) werden 
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generell nicht proteolytisch gespalten. Außerdem sitzt bei ihnen das 
Fusionspeptid meist nicht aminoterminal wie bei Typ I-Proteinen. Zusätzlich zu 
diesen beiden Klassen existieren Fusionsproteine, die ihnen nicht zugeordnet 
werden können. Sie kommen z.B. bei Rhabdoviren vor [134, 135]. Fusions-
proteine dienen im Allgemeinen dazu, die beiden zu fusionierenden Membranen 
in eine starke räumliche Nähe zu bringen, um eine Fusion zu erzwingen. 
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3. Das Zytoskelett 
 
Das Zytoskelett einer Zelle besteht aus drei Arten zytosolischer Filamente: 
Mikrofilamente mit 7 bis 9 nm Durchmesser, intermediäre Filamente mit 10 nm 
Durchmesser und Mikrotubuli mit 24 nm Durchmesser (Abb. 2.3.1). Diese 
polymeren Filamente sind hoch organisiert und bestehen jeweils aus kleinen 
Proteinuntereinheiten, die durch nicht-kovalente Bindungen verbunden sind. 
 
 
 
Abb. 2.3.1 Die verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts.  
Links ist schematisch die Lokalisierung der Filamente in der Zelle gezeigt, 
rechts der Feinaufbau aus den entsprechenden Untereinheiten. Nach McGraw 
und Hill (www.lifesci.utexas.edu/faculty/sjasper/images/john4.15.jpg). 
 
Mikrofilamente bestehen aus Aktin, das am häufigsten in der Zelle 
vorkommende Protein; es kann bis zu 20 % der totalen Proteinmenge im 
Zytoplasma ausmachen. Das Aktin-Zytoskelett ist u.a. verantwortlich für die 
Motilität einer Zelle. Es besteht aus Filamenten, die sich aus assemblierten 
Ketten (F-Aktin) von G-Aktin-Untereinheiten zusammensetzen. Diese Assem-
blierung zu F-Aktin erfordert ATP-Hydrolyse. Die entstandenen Filamente 
besitzen funktionelle und strukturelle Polarität. Der Bereich, in dem sich die 
meisten Aktinfilamente in einer Zelle befinden, ist der Kortex, eine Zone direkt 
unter der Plasmamembran. Dort ist das Aktinskelett mit integralen 
Membranproteinen verbunden. 
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 Mikrotubuli (MTs) bestehen aus globulären Tubulin-Untereinheiten, die 
eine zylindrische Röhre bilden. Durch diese Anordnung wird das entstehende 
Filament fest und unbeweglich. Jede Tubulin-Untereinheit ist ein Heterodimer 
aus a- und ß-Tubulin. Diese Proteine werden durch sehr starke 
Wechselwirkungen verbunden. Die Wechselwirkung sowie die Verbindung zu 
anderen Untereinheiten führen zur Aufrechterhaltung der tubulären Struktur. Die 
Filamente sind polar, besitzen ein Minusende, das sich meist am Mikrotubuli-
organisierendem Zentrum (MT organizing centre, MTOC) befindet, und ein 
Plusende, das distal liegt. Beide Enden unterscheiden sich in ihrer Aufbaurate. 
Der Auf- und Abbau findet bevorzugt am Plusende statt. 
 Entlang dieser MTs erfolgt der intrazelluläre Transport von Vesikeln und 
Proteinen auf definierten Routen über mehrere Mikrometer. Dieser Transport 
liefert Kargo gezielt an verschiedenen Orten in der Zelle ab. Anterograder 
Transport erfolgt zur Zytoplasmamembran hin, retrograder bringt Kargo in die 
Nähe des Zellkerns an das Mikrotubuli-organisierende Zentrum. Der Transport 
wird durch Motorproteine vermittelt. Kinesine sind für den anterograden 
Transport zuständig [136], während Dyneine unter Beteiligung von 
p50/Dynamitin den retrograden Transport vermitteln [137]. 
Intermediäre Filamente stehen in engem Kontakt mit der 
Plasmamembran und unterstützen diese mechanisch an Stellen des Zell-Zell-
Kontakts oder des Kontakts mit der extrazellulären Matrix. Im Gegensatz zu 
Aktin- oder MT-Filamenten spielen sie keine Rolle bei der Motilität und sind 
ausgesprochen stabil. Die Untereinheiten, aus denen intermediäre Filamente 
aufgebaut sind, sind a-helikale Stäbe, die sich zu seilähnlichen Filamenten 
zusammenlagern. 
 Auch im Lebenszyklus verschiedener Viren übernimmt das Zytoskelett 
wichtige Funktionen. Viele Viren interagieren mit den Elementen des 
Zytoskeletts. Diese direkten oder indirekten Interaktionen scheinen bei fast 
jedem Schritt des Infektionszyklus verschiedener Viren kritisch zu sein. Schon 
die Aufnahme von Viren in ihre Zielzelle kann vom Zytoskelett abhängig sein. 
Dies wurde u.a in polarisierten Zellen, die mit Influenza-Viren infiziert wurden, 
untersucht [138]. Dabei zeigte sich eine starke Aktin-Abhängigkeit der viralen 
Aufnahme. Im Gegensatz dazu scheint die Aufnahme derselben Viren in nicht-
polarisierte Zellen nicht vom Zytoskelett abhängig zu sein [139]. Auch HIV 
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benötigt das Aktin-Skelett für die Aufnahme, die entsprechenden Rezeptoren 
werden durch Aktin in bestimmten Regionen der Plasmamembran konzentriert. 
Wird diese Konzentration z. B. durch Zerstörung des Aktins mit Hilfe von 
Cytochalasin D gestört, kann das Virus die Zielzelle nicht mehr infizieren [140]. 
Da Viren von der Zelloberfläche in das Zellinnere und meist zum Zellkern 
transportiert werden müssen, sind sie auch hier vom Zytoskelett abhängig. Für 
eine zunehmende Zahl von Viren wurde gezeigt, dass ihr intrazellulärer 
Transport von Mikrotubuli abhängig ist [141]. Dies wurde z.B. intensiv mit 
verschiedenen Methoden bei Herpesviren untersucht, die entlang der 
Mikrotubuli zum Nukleus transportiert werden [142, 143]. Deren Transport lässt 
sich durch Zerstörung der MT mit Hilfe von Nocodazol oder der Überexpression 
von p50/Dynamitin verhindern. Der Transport kann entweder durch direkte 
Interaktion des Virus mit den MTs vermittelt werden oder erfolgt indirekt durch 
den MT-vermittelten Transport virushaltiger endosomaler Kompartimente. 
Es wurde vorgeschlagen, dass der MT-vermittelte Transport von Viren 
nicht nur einfach dem Transport der Viren dient, sondern auch Teil der 
zellulären, antiviralen Antwort ist [144]. Abnormales Transportgut kann so zu 
Aggreasomen transportiert werden, wo es proteolytisch degradiert wird. Diese 
Hypothese wird durch die Befunde unterstützt, dass Proteasominhibitoren 
sowohl eine HIV- [145] als auch eine DHBV-Infektion (H. Sirma, persönliche 
Mitteilung) verstärken. 
 Ist eine Wirtszelle produktiv infiziert, so werden Nachkommensviren aus 
der Zelle freigesetzt, um den Infektionszyklus zu komplettieren. Auch dabei 
spielt das Zytoskelett eine wichtige Rolle. Aktin spielt beispielsweise eine 
essentielle Rolle bei der Umhüllung von Viren, die an der Plasmamembran 
freigesetzt werden [146]. Doch schon der Transport zur Plasmamembran kann 
von Zytoskelett-Elementen wie MTs abhängig sein [147]. 
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4. Mechanismen der viralen Ausbreitung von Zelle zu Zelle 
 
Um einen Organismus oder ein Organ effizient zu infizieren, müssen Viren sich 
effizient von Zelle zu Zelle ausbreiten. Die ersten infizierten Zellen produzieren 
nach der primären Infektion Nachkommensviren, die benachbarte oder weiter 
entfernte Zellen infizieren. Die virale Infektion kann sich demnach im Extremfall 
von nur einer infizierten Zelle auf ein ganzes Organ oder den gesamten 
Organismus ausbreiten. Dabei können diese Viren mit der antiviralen Antwort 
des Wirtsorganismus konfrontiert werden, wenn sie nicht davor geschützt sind. 
 Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten des viralen Egress: durch 
Exozytose oder durch Zelllyse. Im Folgenden soll nur auf den exozytischen 
Mechanismus eingegangen werden, da Hepadnaviren keine Lyse ihrer 
Wirtszellen verursachen und somit den exozytischen Weg nutzen müssen. 
 
 
 
Abb. 2.4.1 Mechanismen der viralen Ausbreitung von Zelle zu Zelle. 
Infizierte Zellen können die Nachkommensviren in den extrazellulären Raum 
sekretieren; diese sind dann in der Lage, auch weiter entfernte Zellen zu 
infizieren (A). Alternativ können Nachkommensviren durch direkte Zell-Zell-
Verbindungen transportiert werden (B). Außerdem besteht die Möglichkeit, dass 
Nachkommensviren polar sekretiert werden (C). 
 
Alphaherpesviren, das humane Immundefizienzvirus (HIV) und Poxviren sind in 
der Lage von einer infizierten Zelle auf eine benachbarte Zelle durch direkte 
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Übertragung von Zelle zu Zelle überzutreten [148-150]. Diese Übertragung 
geschieht polar und spezifisch an Bereichen mit engem Zell-Zell-Kontakt. 
Herpesviren z.B. bewegen sich zu den zu infizierenden Neuronen durch 
Epithelzellen oder neuronale Verbindungen. Diese Art der viralen Verbreitung 
ist typischerweise sehr schnell und effizient. Dies ist nicht nur auf die räumliche 
Nähe zwischen Virus und zellulären Infektionsdeterminanten zurückzuführen, 
sondern auch auf einen Schutz der Nachkommensviren vor neutralisierenden 
Antikörpern oder anderen Immunsystemkomponenten. Ein besonderer Fall der 
direkten Zell-Zell-Übertragung wurde vor kurzem für das humane T-Zell-
Leukämie-Virus (HTLV-1) gezeigt. Dieses wird von einer infizierten Zelle auf 
eine andere unter Beteiligung der MTs durch eine sog. virologische Synapse 
übertragen, die eine direkte Verbindung von der infizierten zur nicht-infizierten 
Zelle darstellt [151]. 
Zusätzlich zu den oben genannten Ausbreitungsmodi existieren weitere, 
genauso effiziente Transmissionsformen. Vaccinia z.B. wird durch mindestens 
zwei verschiedene Wege übertragen. Der erste schützt das Virus vor 
neutralisierenden Antikörpern (Hinweis auf direkte Ausbreitung), der zweite ist 
Antikörper-sensitiv (Hinweis auf Verbreitung durch extrazelluläres Virus) [152]. 
Eine Ausbreitung durch die Sekretion in den extrazellulären Raum hat den 
Vorteil, dass der gesamte Organismus mit Nachkommensviren ‚überschwemmt’ 
werden kann. Die Viren müssen nicht erst mühsam von Zelle zu Zelle 
übertragen werden. Allerdings hat dieser Ausbreitungsmodus den Nachteil, 
dass viele Viren durch das Immunsystem eliminiert werden können. 
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5. Ziele der Arbeit 
 
Die Identifizierung und Charakterisierung von zellulären und viralen 
Komponenten, welche die Bindung und Aufnahme von Viren in die Wirtzelle 
vermitteln, sind Hauptziele der modernen Infektionsbiologie. Während diese 
vulnerablen und somit therapierelevanten frühen Schritte der Infektion für eine 
Reihe von humanpathogenen Viren einschließlich des HIV inzwischen recht 
detailliert verstanden sind, ist der Weg der Hepatitis B-Viren in ihre Wirtszellen 
weitgehend unklar. 
Das Hauptziel der hier vorliegenden Studien war die Identifizierung und 
Charakterisierung zellulärer Determinanten der frühen Schritte (Bindung, 
Aufnahme und aktiver Transport sowie Ausbreitungsmodus) des 
Infektionszyklus der Hepadnaviren. Dabei sollte als Infektionsmodellsystem das 
Enten-HBV und primäre Entenhepatozyten verwendet werden, das sehr gut 
etabliert ist und eine breite Anwendung findet. Die Wechselwirkung der 
Hepatitis B-Viren mit Hepatozyten sollte sowohl ultrastrukturell als auch durch 
biochemischen Nachweis des Virus in subzellulären Fraktionen verfolgt werden. 
Durch Einsatz von verschiedenen chemischen Inhibitoren sollten bestimmte 
Aufnahme- und Transportprozesse der Zelle selektiv blockiert und die 
Auswirkung auf die einzelnen Schritte der frühen Phasen des 
Infektionsvorgangs analysiert werden. Diese Untersuchungen sollten durch 
Überprüfung der Infektionskompetenz von DHBV-Mutanten mit Mutationen in 
der postulierten Fusionssequenz des Hüllproteins ergänzt und ausgeweitet 
werden. 
Im Besonderen sollten das Ausmaß sowie die Kinetik der viralen Bindung 
und Aufnahme durch verschiedene Methoden bestimmt werden. In 
Zusammenhang damit sollte die Stabilität der viralen Partikel in der Zelle 
untersucht werden. Auch die Frage nach der Rolle von Lipiden bei der 
Etablierung einer DHBV-Infektion und nach den Mechanismen des aktiven 
Transports der Viren sollte experimentell angegangen werden. 
Die Identifizierung und molekulare Charakterisierung einiger der für die 
Viruspropagation essentiellen zellulären und viralen Komponenten könnte die 
Basis für die Entwicklung neuer antiviraler Strategien gegen chronische HBV-
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Infektionen und die mit der chronischen HBV-Infektion assoziierte Entstehung 
hepatozellulärer Karzinome bilden. Diese zellbiologisch orientierten neuen 
Strategien sollten das Problem der Selektion resistenter Viren vermeiden 
helfen, das häufig bei den konventionellen Therapien mit Nukleosidanaloga 
auftritt. Eine solche Strategie konzentriert sich auf die Komponenten der Zelle, 
die für die Propagation von Hepatitis B-Viren benötigt werden. Diese sollten 
sehr viel seltener oder gar nicht so mutiert werde, dass resistente Viren 
auftreten können. Demnach sollten Medikamente, die die Zelle und nicht das 
Virus beeinflussen, die Selektion resistenter Viren in einem wesentlich 
geringeren Ausmaß erlauben als Medikamente, die virale Proteine angreifen. 
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III. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die einzelnen Projekte werden getrennt vorgestellt und diskutiert, um eine 
bessere Verständlichkeit zu erreichen. 
 
1. Bindung und Aufnahme von Hepadnaviren 
 
Infektionen mit animalen, umhüllten Viren beginnen mit der Bindung an die 
entsprechende Wirtszelle gefolgt von der Internalisierung, dem Verlust der Hülle 
und dem Transport des viralen Genoms zu dem zellulären Replikationsort. 
Diese frühen Schritte sind bei Hepadnaviren schlecht charakterisiert [16]. Dies 
ist besonders darauf zurückzuführen, dass kein sensitiver Assay vorhanden ist, 
der die Untersuchung der Schritte erlaubt. Aus diesem Grund wurde ein solcher 
Assay als Grundlage für semi-quantitative Untersuchungen der viralen Bindung 
und Aufnahme entwickelt. Mit diesem Assay sollten in der vorliegenden Arbeit 
die frühen Schritte einer hepadnaviralen Infektion näher charakterisiert werden. 
Die Zahl und die Spezifität der Bindung viraler Partikel (komplette Virionen und 
SVPs) an ihre Zielzellen sowie die Kinetik der Bindung und Aufnahme sollten 
untersucht werden. Anschließend sollte die Relevanz der Bindung für die 
Etablierung einer produktiven Infektion bestimmt werden. 
 
1.1 Ergebnisse 
 
1.1.1 Virionen und subvirale Partikel binden mit ähnlicher Kinetik und Effizienz 
an primäre Entenhepatozyten 
 
Als ersten Schritt zur Aufklärung der frühen Schritte einer hepadnaviralen 
Infektion, wurde die Bindungseigenschaft von DHBV und den entsprechenden 
SVPs an DHBV-permissiven PDHs untersucht. Die Zellkulturen (5 x 105 
Hepatozyten) wurden für 2 h bei 4°C mit verschiedenen Genomäquivalenten 
(GE, genome equivalents) pro Zelle (multiplicity of GE, MGE) inkubiert, die von 
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1 bis 1.100 reichten. Anschließend wurden die Zellen gewaschen, geerntet und 
die Menge der Zell-assoziierten viralen DNA semiquantitativ durch PCR 
bestimmt. Serielle Verdünnungen eines virämischen Serums mit bekanntem 
GE-Gehalt wurden als Standard eingesetzt. Dies zeigte, dass die Sensitivität 
der PCR bei ca. 103 GE lag und linear zwischen 103 und 106 GE war (Abb. 
3.1.1, Spuren 6 bis 9). 
 
 
 
Abb. 3.1.1 Weniger als 10 Virionen binden pro Zelle in 2 h bei 4°C. 
PDHs wurden mit verschiedenen MGE für 2 h bei 4°C inokuliert. Anschließend 
wurden die Zellen geerntet und durch eine DHBV-DNA-spezifische PCR die 
Menge der Zell-assoziierten Virus-DNA detektiert. Als Standard dienten serielle 
Verdünnungen eines virämischen Serums. 
 
Die Menge der gebundenen Virionen stieg mit der Zahl der verwendeten GE 
pro Zelle an (Abb. 3.1.1, Spuren 1 bis 5). Dies deutete darauf hin, dass die 
viralen Bindungsstellen an der Zelloberfläche in diesem und den folgenden 
Experimenten, die meist mit 220 MGE durchgeführt wurden, nicht vollständig 
gesättigt waren. Basierend auf einer vergleichenden Analyse der Intensität der 
PCR-Signale von 5 x 105 Hepatozyten, die mit verschiedenen Mengen GE 
inokuliert wurden, zusammen mit dem verwendeten Standard, wurde die Zahl 
der gebundenen Virionen errechnet. Es ergab sich eine durchschnittliche Zahl 
von weniger 10 Virionen (mit einer Variation von 1 bis 10 in verschiedenen 
Experimenten), die während 2 h bei 4°C an die Zelloberfläche der PDHs 
banden. Es band demnach nur eine extrem kleine Zahl der im 
Zellkulturüberstand vorhandenen Virionen, die mit dem Inokulum auf die 
Kulturen gegeben wurden, an die Zelloberflächen (etwa 0,05 % des Inokulums). 
Der Vergleich zwischen der Virionen-Menge vor dem Bindungsversuch und 
danach bestätigte dieses Resultat; es konnte nur ein sehr kleiner Unterschied 
mit diesem Assay detektiert werden (Abb. 3.1.2). 
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Abb. 3.1.2 Nur ein kleiner Teil des Inokulums 
bindet an PDHs.  
PDHs wurden mit 220 MGE inokuliert und für 2 h bei 
4°C inkubiert. Anschließend wurde der 
Zellkulturüberstand für einen L-Immunblot 
eingesetzt. 
 
Eine Besonderheit aller hepadnaviralen Infektionen ist die starke 
Überproduktion subviraler Partikel, die keine virale DNA und kein Nukleokapsid 
enthalten. Um die Frage zu beantworten, ob diese SVPs ähnlich 
bindungskompetent sind wie die sie begleitenden Virionen, wurde ein analoges 
Experiment wie oben beschrieben durchgeführt und die Zahl der gebundenen 
SVPs durch einen semiquantitativen Immunblot für L-Protein bestimmt. Serielle 
Verdünnungen eines rekombinanten Enten-preS-Peptids (AS 1-165) zeigten, 
dass die Sensitivität des Assays bei ca. 108 SVPs lag und ein 
konzentrationsbedingter Signalanstieg zwischen 108 und 1010 SVPs zu 
verzeichnen war (Abb. 3.1.3, Spuren 6 bis 8). 
Auch hier erwies sich, dass die Fraktion der viralen Partikel, die an 
Leberzellen band, zur Menge des eingesetzten DHBV-positiven Serums 
proportional war (Abb. 3.1.3, Spuren 1 bis 4) und sich ähnlich wie DNA-haltige 
Partikel verhielt. Trypsinbehandlung der Zellen vor der Ernte reduzierte das 
Signal des zellgebundenen L-Proteins sehr stark (Abb. 3.1.3, Spur 5). 
 
 
 
Abb. 3.1.3 Ungefähr 104 subvirale Partikel binden pro Zelle in 2 h bei 4°C. 
PDHs wurden mit verschiedenen MGE für 2 h bei 4°C inokuliert. Anschließend 
wurden die Zellen geerntet und durch einen kalibrierten Immunblot die Menge 
des Zell-assoziierten L-Proteins detektiert. Die Signale wurden mit einem 
MultiImager aufgenommen und quantifiziert. Als Standard dienten serielle 
Verdünnungen eines rekombinanten preS-Peptids. 
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Basierend auf der Quantifizierung des Immunblots mit Hilfe der 
Standardverdünnungen des rekombinanten L-Proteins wurde die 
durchschnittliche Zahl der während 2 h bei 4°C gebundenen SVPs mit etwa 104 
berechnet. Dabei wurde angenommen, dass ein virales Partikel 20 L-Protein-
Moleküle enthält [25, 50]. Zusammengenommen mit den Ergebnissen der 
Virionenbindung ergibt sich somit, dass ca. 104 hepatozellulären 
Bindungsstellen pro Zelle während der Interaktionsphase von 2 h bei 4°C von 
viralen Partikeln besetzt wurden. 
 
1.1.2 Virionen und SVPs binden spezifisch an PDHs 
 
Die Spezifität der Bindung von Virionen und SVPs wurde durch den Einsatz 
neutralisierender Antikörper und chemischer Substanzen in 
Bindungsinterferenzstudien evaluiert. Da bekannt war, dass die preS-Domäne 
des L-Proteins die Interaktion von DHBV mit den Zielzellen vermittelt, wurde 
angenommen, dass Antikörper, die gegen diese Region gerichtet sind, mit der 
Bindung der Viren an die Zelloberfläche interferieren. 
 
 
Abb. 3.1.4.  Die Bindung viraler Partikel an PDHs ist spezifisch. 
Um den Effekt neutralisierender Antikörper und Suramin (Sur.) auf die Bindung 
viraler Partikel zu untersuchen, wurden 220 MGE Inokulum mit den Antikörpern 
30 min bei 37°C vorbehandelt. Alternativ wurden die Zellen für 1 h bei 37°C mit 
Suramin vorinkubiert. Dann wurde der Bindungsassay für 2 h bei 4°C 
durchgeführt, die Kulturen geerntet und durch PCR (A) und L-Immunblot (B) 
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analysiert. Natives Kaninchenserum (KS) und Kaninchen-Anti-Maus IgG (IgG) 
dienten als Kontrolle. 
 
Vorinkubation des virämischen Serums (entsprechend 220 MGE) mit drei 
unabhängigen Antiseren, die gegen die preS-Region des L-Proteins gerichtet 
sind (KpnI, DPSI und 1-41), reduzierte die virale Bindung sowohl von Virionen 
als auch von SVPs an die Wirtszellen stark (Abb. 3.1.4, Spuren 1 bis 3, 11 bis 
14 und 18). Im Gegensatz dazu beeinflussten das Kontrollserum und die 
immungereinigten IgGs die Bindung nicht signifikant (Abb. 3.1.4, Spuren 5, 6, 
15, 16). 
Da die preS-Domäne des viralen L-Proteins für die Interaktion mit 
Hepatozyten verantwortlich ist, die zu einer produktiven Infektion führt [16], 
impliziert dieses Ergebnis, dass die virale Bindung unter den verwendeten 
experimentellen Bedingungen spezifisch und für eine produktive Infektion 
relevant ist. 
Suramin wurde als Substanz beschrieben, die einen bis heute 
unbekannten Schritt der DHBV-Infektion verhindert [153, 154]. Da Suramin die 
Bindung verschiedener Viren an ihre Zielzellen verhindern kann [155, 156], 
wurde angenommen, dass dies auch auf die DHBV-Bindung an PDHs zutreffen 
könnte. Suramin reduzierte die Bindung von SVPs und Virionen ebenso effizient 
wie die neutralisierenden Antikörper (Abb. 3.1.4, Spuren 4 und 17). Dies 
deutete darauf hin, dass der bekannte antivirale Effekt von Suramin 
hauptsächlich auf einer Interferenz mit der viralen Bindung beruht. Dieses 
Ergebnis bestätigte weiterhin die physiologische Relevanz der mit dieser 
Methode nachgewiesenen viralen Bindungsstellen für eine produktive Infektion. 
Zusätzlich legten die Ergebnisse nahe, dass unter den verwendeten 
experimentellen Bedingungen die Bindung von Virionen und SVPs mit einer 
ähnlichen Kinetik und Effizienz abläuft. 
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1.1.3 Die virale Bindung korreliert mit der Etablierung einer produktiven 
Infektion 
 
Eine durch neutralisierende Antikörper oder Suramin stark verminderte Bindung 
sollte in einer stark reduzierten Zahl infizierter Zellen resultieren, wenn die für 
eine Infektion relevanten Bindungsstellen nachgewiesen wurden. 
Um die Ergebnisse des Bindungsassays mit einer produktiven Infektion 
zu korrelieren, wurden Parallelkulturen wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben 
behandelt und für weitere drei Tage inkubiert, dann fixiert und für L als Indikator 
einer produktiven Infektion gefärbt. 
 
 
 
Abb. 3.1.5 Verringerte virale Bindung führt zu einer verminderten Zahl infizierter 
Zellen. 
Kulturen wurden wie oben beschrieben behandelt und dann für weitere drei 
Tage inkubiert. Anschließend wurden sie mit Methanol/Azeton fixiert und eine 
indirekte Immunfluoreszenzfärbung mit einem L-spezifischen Antikörper 
durchgeführt. 
 
Es war sehr deutlich, dass die reduzierte Bindung in einer dramatischen 
Reduktion der Zahl infizierter Zellen resultierte (Abb. 3.1.5 ). Dies traf sowohl 
auf die Antikörper-Inkubation als auch für die mit Suramin behandelten Zellen 
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zu. Im Gegensatz dazu hatte Kaninchenserum, das die Bindung nicht 
beeinflusste, auch keinen Effekt auf die produktive Infektion (Abb. 3.1.5 ). 
Zusammenfassend implizieren diese Daten, dass der Großteil der 
Virusbindung, die mit dem verwendeten Assay gemessen wurde, spezifisch und 
für die Etablierung einer produktiven Infektion relevant ist. 
Um mögliche Effekte von Suramin oder den preS-Antiseren nach der 
viralen Bindung auszuschließen, wurde untersucht, ob die Substanzen eine 
Infektion beeinflussen, wenn sie zusammen mit dem Inokulum oder nach der 
viralen Bindung in das Medium gegeben wurden. Als Kontrolle wurden die 
Substanzen auch vor der Inokulation in das Zellkulturmedium gegeben. Die L-
Expression wurde drei Tage nach der Inokulation als Indikator für eine 
produktive Infektion untersucht. 
 
 
 
Abb. 3.1.6 Eine produktive Infektion wird durch Antikörper- oder Suraminbehandlung 
reduziert, wenn die Substanzen vor oder zusammen mit dem Inokulum 
gegeben werden. 
PDHs oder Inokulum wurden jeweils mit Suramin oder dem DPSI-Antikörper 
vorbehandelt (prä), die Substanzen wurden mit dem Inokulum appliziert (syn) 
oder 2 h nach der Inokulation zugegeben (post). Drei Tage nach der Infektion 
wurden die Zellen in Lämmli-Lysepuffer geerntet und eine denaturierende SDS -
PAGE mit anschließendem Immunblot durchgeführt. 
 
Eine Immunblot-Analyse der zelluläre Lysate zeigte, dass Suramin und das 
neutralisierende Antiserum DPSI eine Infektion nur verhinderten, wenn sie 
zusammen mit dem Inokulum oder vor der Inokulation angewendet wurden 
(Abb. 3.1.6, Spuren 1 bis 4, 6 und 7). 2 h nach einer Inokulation war deren 
inhibitorische Funktion stark eingeschränkt, wenn die L-Mengen mit der 
unbehandelten Kontrolle verglichen wurden (Abb. 3.1.6 , Spuren 2, 5 und 8). 
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Abb. 3.1.7 Die Zahl der infizierten Zellen wird durch Antikörper- oder 
Suraminbehandlung reduziert, wenn die Substanzen vor oder gleichzeitig 
mit dem Inokulum gegeben werden. 
PDHs oder Inokulum wurden jeweils mit Suramin oder dem DPSI-Antikörper 
vorbehandelt (prä), die Substanzen wurden gleichzeitig mit dem Inokulum 
appliziert (syn) oder 2 h nach der Inokulation zugegeben (post). Drei Tage nach 
der Infektion wurden die Zellen fixiert und eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem L-spezifischen Antikörper durchgeführt. 
 
Die Analyse der immungefärbten Zellen (Abb. 3.1.7) bestätigte die Ergebnisse 
des Immunblots der korrespondierenden Zelllysate. Nur sehr wenige infizierte 
Zellen konnten in den Kulturen beobachtet werden, die vorbehandelt wurden 
oder bei denen die Substanzen gleichzeitig mit dem Inokulum gegeben wurden. 
Suramin war dabei etwas weniger effizient in seiner Eigenschaft, eine 
produktive Infektion zu verhindern. Zusammenfassend kann gesagt werden, 
dass beide Reagenzien keinen negativen Effekt auf einen Infektionsschritt nach 
der viralen Bindung haben, gleichzeitig die virale Bindung an Wirtszellen stark 
reduzieren und somit auch eine produktive Infektion verhindern. 
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1.1.4 Kinetik und Sättigung der viralen Bindung 
 
Nachfolgend wurde die Kinetik der Virionenbindung an Hepatozyten und die 
Sättigung dieser Bindung untersucht. Um die Zeitabhängigkeit der viralen 
Bindung zu charakterisieren, wurden die Zellkulturen mit verschiedener MGE 
für unterschiedliche Zeitspannen bei 4°C inkubiert. Danach wurden 
ungebundene virale Partikel weggewaschen und die Menge der Zell-
assoziierten DNA durch PCR bestimmt. 
 
 
 
Abb. 3.1.8 Zeitverlauf der viralen Bindung an PDHs.  
Kulturen wurden für verschiedene Zeitspannen bei 4°C mit DHBV inkubiert. Die 
Zellen wurden geerntet und eine PCR durchgeführt, um die Zell-assoziierte 
DHBV-DNA nachzuweisen. 
 
Es zeigte sich, dass bei der Verwendung von 220 MGE gebundene Virionen 
bereits 30 min nach Inokulation nachgewiesen werden konnten. Die 
Signalintensität stieg dann proportional zu der Inkubationszeit an und erreichte 
ein Maximum zwischen 2 h und 4 h (Abb. 3.1.8, Spuren 5 bis 8, 220 MGE). 
Diese Daten wiesen darauf hin, dass bei der verwendeten MGE von 220 
die Mehrzahl der hepatozellulären Bindungsstellen innerhalb von 2 h bei 4°C 
von Viren besetzt wurde. Der Zeitverlauf und das Ausmaß der viralen Bindung 
waren allerdings abhängig von der Virusmenge, da die Signalintensitäten durch 
Verdreifachung der MGE auf 660 noch anstiegen. Unter diesen Bedingungen 
waren die Signale schon nach 1 h Inkubation gesättigt (Abb. 3.1.8, 660 MGE). 
Eine weitere Erhöhung der Virusmenge hatte weder Einfluss auf die Zeitkinetik 
noch auf das Ausmaß der viralen Bindung; dies deutete auf eine Sättigung der 
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Bindungsstellen hin (Abb. 3.1.8 , 990 MGE). Zusammen wiesen diese 
Experimente darauf hin, dass eine Sättigung der viralen Bindungsstellen 
erfolgen kann und die Zahl dieser hepatozellulären Bindungsstellen limitiert ist. 
 
1.1.5 Die Aufnahme von DHBV in PDHs erfolgt komplett innerhalb von 3 h 
 
Um zu bestimmen, wie schnell und in welchem Ausmaß die gebundenen Viren 
in die Zellen aufgenommen werden, wurde ein Protease-Schutzassay 
durchgeführt. Dieser Assay basiert auf der Annahme, dass ein intrazelluläres 
Virus vor der Degradation durch eine extrazellulär zugefügte Protease 
geschützt ist [139]. In den Experimenten wurden Zellen für 2 h bei 4°C mit 
DHBV inkubiert und anschließend nicht-gebundenes Virus durch Waschen 
entfernt. Dann wurden die Zellen entweder direkt oder nach 10 min 
Trypsinbehandlung geerntet. Parallele Kulturen wurden für 1 h, 3 h oder 9 h auf 
37°C transferiert, um eine Virusinternalisierung zu erlauben. Sie wurden 
anschließend mit Trypsin behandelt, um Oberflächen-gebundenes Virus zu 
entfernen. Die Zellen wurden geerntet und die Menge der Zell-assoziierten, 
viralen DNA durch PCR bestimmt. 
 
 
 
Abb. 3.1.9 Gebundene Viren werden innerhalb von 3 h bei 37°C internalisiert. 
DHBV wurde für 2 h bei 4°C an die Zelloberfläche gebunden. Dann wurden die 
Zellen entweder direkt oder nach Trypsinverdau geerntet. Ein Teil der Kulturen 
wurde gewaschen und für verschiedene Zeitspannen auf 37°C erwärmt, um 
Virusinternalisierung zu erlauben. Diese Kulturen wurden mit Trypsin geerntet. 
Die Zell-assoziierte DHBV-DNA wurde mittels PCR nachgewiesen und die 
Signale des mit Ethidiumbromid gefärbten Agarosegels mit dem MultiImager 
quantifiziert. 
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In diesen Experimenten zeigte sich, dass über 90 % der gebundenen, aber 
noch nicht internalisierten Viren durch die Trypsinbehandlung entfernt wurden 
(Abb. 3.1.9, Spuren 1 bis 3). Dies deutete darauf hin, dass sich nach 2 h bei 
4°C der größte Teil der Viren noch an der Zelloberfläche befand. 
Interessanterweise wurden ca. 70 % der zuerst gebundenen Viren nach 1 h 
Inkubation bei 37°C Protease-resistent (Abb. 3.1.9, Spur 4). Diese Fraktion 
vergrößerte sich auf 100 % nach weiteren 2 h bei 37°C (Abb. 3.1.9, Spur 5). 
Aus diesen Experimenten konnte geschlossen werden, dass fast alle 
Viren, die an die Zelloberfläche binden, auch internalisiert werden. Diese 
Internalisierung ist nach ungefähr 3 h vollständig. 
 
1.2 Diskussion 
 
Die molekulare Charakterisierung der viralen und zellulären Komponenten, die 
bei den frühen Schritten der Interaktion zwischen Wirtszelle und Virus eine 
Schlüsselrolle spielen, ist von großer Wichtigkeit, da diese Faktoren 
hauptsächlich die Wirtsspezifität, den Gewebetropismus und die virale 
Pathogenität bestimmen. 
 Um diese Schritte untersuchen zu können, wurde ein sensitiver Assay 
etabliert, der zum ersten Mal eine Quantifizierung der Bindung viraler Partikel 
an primäre Leberzellkulturen ermöglicht. Dieser Bindungsassay zeigte eine 
spezifische und MGE-abhängige Bindung von SVPs und Virionen an die 
Leberzellen. Die Bindungsexperimente mit virämischem Serum demonstrierten, 
dass die Zahl der viralen Bindungsstellen auf Hepatozyten limitiert und relativ 
niedrig (etwa 104 pro Zelle) ist. Diese Zahl ist konsistent mit Daten, die aus 
Kompetitionsexperimenten mit rekombinantem preS und SVPs stammen [25]. 
Die Kinetik und Effizienz der SVP-Bindung an die Zellen war vergleichbar mit 
der der begleitenden Virionen. Dies deutete darauf hin, dass beide 
Partikeltypen in ihren Bindungseigenschaften sehr ähnlich sind und 
möglicherweise um dieselben Bindungsstellen kompetieren [50]. Die zweite 
Schlussfolgerung wurde durch die Daten des Interferenzassays unterstützt, die 
zeigten, dass neutralisierende Antikörper und Suramin sowohl mit der Bindung 
von Virionen als auch von SVPs interferieren. 
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 Die mit dem neu entwickelten Assay nachweisbaren Bindungsstellen für 
virale Partikel sind für die Etablierung einer produktiven Infektion essentiell. 
Wurde die Bindung reduziert, verminderte sich auch die Zahl der infizierten 
Zellen stark. So inhibierte Suramin sowohl die virale Bindung als auch die 
darauf folgende produktive Infektion der Hepatozyten. Dies geschah 
wahrscheinlich durch Bindung von Suramin an die Zelloberfläche; dies könnte 
Bindungsstellen für DHBV unzugänglich machen. Die neutralisierenden 
Antikörper wirkten wie Suramin in ihrer Fähigkeit, sowohl Bindung als auch 
Infektion zu verhindern. Dies geschah jedoch wahrscheinlich durch einen 
anderen Mechanismus. Die neutralisierenden Antikörper binden an die preS-
Domäne des L-Proteins und verhindern dadurch wahrscheinlich die Interaktion 
zwischen Zelloberfläche und Virus. 
 Die Untersuchung der Zeitabhängigkeit der viralen Bindung bei 
unterschiedlicher MGE zeigte, dass die Bindung zeitabhängig ist und gesättigt 
werden kann. Zusammen mit der Tatsache, dass eine Saturierung bei höherer 
MGE früher erreicht werden konnte, deutet dies darauf hin, dass die Zahl der 
hepatozellulären Bindungsstellen tatsächlich limitiert ist. 
 Mit Hilfe des Protease-Schutzassays konnte die virale Internalisierungs-
kinetik verfolgt werden. Es zeigte sich, dass an die Zelloberfläche gebundene 
virale Partikel mit einer bemerkenswert langsamen Kinetik in die Wirtszellen 
aufgenommen werden. Viren wie das Semliki Forest-Virus oder Adenoviren, die 
durch Clathrin-abhängige Endozytose in ihre Wirtszellen aufgenommen werden, 
benötigen für denselben Schritt nur Minuten [157, 158]. Im Gegensatz dazu 
braucht DHBV für die Aufnahme ungefähr 3 h und ist damit dem SV40 ähnlich, 
das innerhalb von etwa 2 h internalisiert wird [129]. Diese langsame Kinetik 
kann die Konsequenz einer langsamen, mehrstufigen Kinetik der 
Rezeptorbindung und/oder einer Korezeptor-Rekrutierung sein. 
 Um die Ergebnisse auszuweiten, sollten verschiedene ergänzende 
Bindungsassays durchgeführt werden. Um die Spezifität der Bindung 
weitergehend zu untersuchen, sollten darüber hinaus die oben beschriebenen 
Bindungs- und Internalisierungsassays mit verschiedenen nicht-permissiven 
Zellen durchgeführt werden. So könnte die Bindung, deren Spezifität und die 
virale Aufnahme in Abhängigkeit vom Differenzierungszustand der Zellen (z.B. 
ausdifferenzierte Hepatozyten vs. dedifferenzierte Kulturen), vom Zelltyp (z.B. 
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Hepatozyten vs. Fibroblasten) oder von der Herkunft der Zellen (Zelllinien vs. 
Primärzellen) untersucht werden. Dies würde Einblicke in die Spezifität der 
Bindung und Aufnahme geben, die dazu führen könnten, dass essentielle 
Wirtsfaktoren, die für den Infektionsblock in nicht-permissiven Zellen 
verantwortlich sind, identifiziert werden. Dazu würden auch morphologische 
Untersuchungen der viralen Bindung und Aufnahme beitragen. Diese könnten 
z.B. mit markierten Viren und elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgen. 
Außerdem könnte im Bindungsassay das Verhalten von Virionen und SVPs 
getrennt untersucht werden, nachdem diese Entitäten weitgehend voneinander 
isoliert bzw. einzeln angereichert wurden. So könnte die Aussage, dass SVPs 
und Virionen mit ähnlicher Kinetik und Effizienz binden, noch unterstützt 
werden. Auch die Aufnahmekinetik könnte zeitlich weiter aufgelöst werden. 
 
